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ЭНДОКРИННАЯ СИСТЕМА, МОЛИБДЕН, КРОВЬ, КРОВООБРАЩЕНИЕ, ОБМЕН ВЕЩЕСТВ, ПИЩЕВАРЕНИЕ, ЭКОЛОГИЯ
Проведен обзор теоретических и экспериментальных работ по исследуемой проблеме. На основе анализа доступных информационных источников был произведен выбор и обоснование принятого направления исследований и способов решения поставленных задач, а так же разработана общая методика проведения исследований.

Изучено содержание молибдена в пробах почвы, воды и растений с контрольных площадок, с территории хвостового хозяйства Тырныаузского вольфрамо-молибденового комбината (ТВМК) и Нальчикского гидрометаллургического завода (НГМЗ).

В качестве объекта исследования нами выбрана  лесная мышь. Этот вид соответствует требованиям, предъявляемым к видам-биоиндикаторам (Криволуцкий, 1983 г., 1984 г.). Отлов мышей производился стандартными живоловками в летний период. Для исследований подбирались особи по принципу аналогов (половозрелые самцы, весом 19-24г.). Лабораторные исследования проводились на белых лабораторных крысах линии «Вистар» (половозрелые самцы, весом 190-200 г).

Цель выполнения работы - организация и выполнение новых комплексных эколого-физиологических, медицинских, биологических, фундаментальных и прикладных исследований влияния на животных и человека, природных и антропогенных факторов и использования их результатов для разработки научных основ создания эффективной системы жизнеобеспечения людей, направленной на сохранение здоровья и высокой работоспособности в условиях техногенного загрязнения окружающей среды.

Для изучения органов у лесных мышей и экспериментальных крыс мы использовали следующие методы:

1. Изготовление и окраска гистологических срезов гематоксилином и эозином (Ромейс, 1954) и их микрометрирования по Автандилову Г. Г. (1990).
2. Окраска нуклеиновых кислот по Эйнарсону (Кононский, 1976) и определение их количественного содержания с помощью фотоцитометрии (Лилли, 1969).
3. Окраска нейросекреторных гранул в гистологических срезах по Поленову      А.Л.(1968).

4. Определение гормонов трийодтиронина, тироксина и тиротропина (Т3, Т4 и ТТГ) иммуноферментным методом с использованием ИФА-анализатора Codas Core (Швейцария) согласно прилагаемой к прибору инструкции.

Прежде чем попасть в животный организм, молибден проходит все звенья миграционной цепи: почва – вода – растения - животные, которые тесно взаимосвязаны между собой. Принимая во внимание это обстоятельство, мы сочли необходимым определить содержание этого микроэлемента на каждом этапе его миграции в контрольных и загрязненных отходами НГМЗ районах в условиях Кабардино-Балкарии. 

В первую очередь была выявлена фоновая концентрация молибдена в почве, воде, растениях в естественных экосистемах  окружающих г.Нальчик (контрольная зона).

Сопоставляя результаты наших исследований и литературные данные, мы пришли к выводу, что техногенные отходы Нальчикского гидрометаллургического завода приводят к существенному локальному загрязнению окружающей среды молибденом.

Таким образом, в результате выполнения работ по проекту, для территории Кабардино-Балкарии, на фоне общего дефицита Мо в местах хранения техногенных отходов переработки молибденовых руд (НГМЗ) и прилегающих к ним территорий, приводятся материалы по содержанию молибдена в окружающей среде (почва, вода, растения).

Выявлена прямая корреляционная связь между содержанием молибдена в окружающей среде и его концентрацией в органах мелких млекопитающих в естественных и экспериментальных условиях.

В ходе поисковых экспериментов выявлены концентрации молибдена оказывающие наиболее выраженное действие на живые объекты в естественных и экспериментальных условиях.

В дальнейшем предполагается исследование морфофизиологических изменений клеток, тканей, органов и их систем при адаптации к  избытку или недостатку молибдена.
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Введение
В связи с интенсивным развитием промышленности в настоящее время прогрессирующее антропогенное загрязнение окружающей среды представляет собой проблему глобального характера. По соседству с промышленными предприятиями образуются постепенно расширяющие техногенные биогеохимические провинции с повышенным содержанием многих элементов. В результате трансгрессии загрязнителей воздушными и водными потоками они обнаруживаются на значительном расстоянии от источника загрязнения.

В отличие от природных, формирование техногенных биогеохимических  провинций протекает в геологическом времени молниеносно, а биологические последствия в ряде случаев непредсказуемы. Поэтому возникает реальная необходимость локальной и глобальной оценки протекающих техногенных процессов и защиты организмов от их вредного воздействия (Авцын, 1991). Основной целью этой работы является организация и выполнение комплексных эколого-физиологических, медицинских, биологических и социальных фундаментальных и прикладных исследований влияния на человека природных и антропогенных факторов а также использования их результатов для разработки научных основ создания эффективной системы жизнеобеспечения людей, направленной на сохранение здоровья, высокой работоспособности и решения конкретных народнохозяйственных задач в условиях глобальных изменений окружающей среды.

Микроэлементы являются важнейшей составной частью многих промышленных отходов. Находясь в организме в незначительных количествах, они обладают огромной биологической активностью. Будучи структурными компонентами ферментов и гормонов, они активно участвуют в процессе обмена веществ. Для нормального функционирования всех систем организма требуется оптимальное насыщение его микроэлементами. Под оптимальным насыщением  организма микроэлементами понимают такое состояние, при котором содержание того или иного микроэлемента в тканях полностью удовлетворяет потребности биохимических структур и обеспечивает динамику тех процессов, для течения которых необходим тот или иной микроэлемент. Избыток или недостаток их в пище отрицательно влияет на ход этих биохимических реакций. Поэтому накопление микроэлементов в техногенных биогеохимических провинциях, их продолжительное действие на флору и фауну проявляется эндемическими заболеваниями или создает фон для проявления других заболеваний.

Ряд ведущих специалистов по экологии и микроэлементозам (Ковальский, 1974; Бабенко, 1990; Венчиков, 1990; Ермаков, 1990; Авцын, 1991 и др.) считают одной из важнейших задач определение границ концентрации химических элементов в почвах, растениях, пищевых рационах в пределах которых обеспечивается возможность нормального развития и жизнедеятельности организма, а также определение пороговых концентраций, при которых нарушается  течение жизненных процессов.

Исследования органов и тканей (концентрирование микроэлементов, влияние степени их накопления на обмен веществ, активность и синтез гормонов и ферментов) на клеточном, субклеточном и молекулярном уровнях являются основой понимания связи организмов с геохимической средой и их адаптации  к меняющимся условиям среды.

Патологическая анатомия, физиология, гистология и цитология микроэлементозов создаются только в настоящее время. В литературе имеются лишь фрагментарные данные об изменениях структуры и функции тканей от избытка или недостатка микроэлементов, в том числе и молибдена.

Молибден жизненно необходимым стал считаться относительно недавно, когда было установлено, что он является составной частью трех молибденсодержащих ферментов в животном организме: ксантиноксидазы, сульфитоксидазы и альдегидоксидазы ( Richert, Westerfeld, 1953; Mahler et al., 1954). Доказано, что активность этих ферментов находится в прямой зависимости от обеспеченности организма молибденом (Totter, 1953; Green et al., 1953; Яровая, 1962; Ковальский, Яровая, 1966; Гусев, 1972; Гойнацкий, 1990).

Химический элементарный состав животного организма находится в тесной  связи с основным источником его питания – растениями, а состав последних зависит от состава атмосферы, почвы и почвенных вод.

Природа большинства районов России отличается дефицитом молибдена и йода в почве, воде и растениях, в то же время (на примере Кабардино-Балкарской Республики) имеются крупные месторождения молибдена и вольфрама. Места их добычи и переработки представляют собой очаги с повышенным содержанием этих элементов в среде. Избыток молибдена в среде наблюдается в окрестностях пос. Былым, по направлению господствующих ветров, в районе хвостохранилища Тырныаузского вольфрамо-молибденового комбината (ТВМК) и на прилегающей к Нальчикскому гидрометаллургическому заводу (НГМЗ) территории. Исследования, посвящённые изучению содержания молибдена в звеньях пищевой цепи в этих очагах загрязнения среды в литературе отсутствуют. 

С учётом вышесказанного, актуальность настоящей работы высока, в особенности для районов России, где природа создала биогеохимические провинции с дефицитом молибдена (природного типа) и с избытком его (техногенного типа) на фоне дефицита кислорода в условиях высокогорья.

Гипоксия, сопровождающая жизнедея​тельность организма в условиях физических и психоэмоциональных напряжений, различных заболеваний и хирургических операций, по​летов на большие высоты и жизни в условиях высокогорья, в настоя​щее время выдвинулась в число ведущих проблем физиологии и ме​дицины, имеющих фундаментальное общебиологическое значение. 

В то же время если механизмы адаптации к условиям недостатка кислорода на уровне больших физиологических систем изучены дос​таточно подробно (Н.Н. Сиротинин, 1970; Е.А. Коваленко, И.Н.Черняков, 1972; Ф.З. Меерсон, 1973; В.Б.Малкин, Е.Б.Гип​пен​рей​тер, 1977; Н.А.Агаджанян и др., 1986, 1987; K.Okamoto, 1969;), то изучение клеточных физиологических механизмов адаптации к гипоксии мало изучено. 

Таким образом, изучение напряжения кислорода Ро2 в тканях позволяет подойти к одному из важнейших звеньев в цепи всех последующих нарушений функционирования организма. 

С учётом вышесказанного, актуальность настоящей работы высока, в особенности для районов России, где природа создала биогеохимические провинции с дефицитом молибдена (природного типа) и с избытком его (техногенного типа) на фоне дефицита кислорода в условиях высокогорья.
Глава 1 Аналитический обзор
Важнейшее условие устойчивости популяции животных - поддержание положительного энергетического баланса, который достигается в популяциях при достаточном уровне потребления питательных веществ в соответствии потребностям в них организма. Фактический уровень потребления пищи в природных популяциях растительноядных млекопитающих меняется в зависимости от состояния их кормовой базы. Два важнейших показателя - количество кормовых ресурсов и их качество (питательная ценность, загрязненность и т.д.) определяют характер трофического обеспечения этих популяций.

Почва, вода, растения и организм животного являются неразрывно связанными звеньями единой миграционной цепи. Химический элементарный состав животного организма находится в тесной связи с основным источником его питания (Коломийцева, 1972). Как известно, учение о связях между химическим элементарным составом организма и химическим составом земной коры было разработано академиком В.И. Вернадским (1940), основателем науки биогеохимии. Он впервые показал планетарную роль живого вещества в геохимических процессах, теснейшим образом связав их с эволюцией всего органического мира. С 1922 года В.И. Вернадский изучал связи живых организмов с различными химическими элементами и, особенно с элементами, содержащимися в живых организмах в виде "следов". Этим следовым элементам или микроэлементам он придавал огромное значение в жизненных процессах, как в норме, так и в патологических отклонениях организма.

      Следующий этап исследования этого вопроса связан с именем ученика академика В. И. Вернадского, А.П. Виноградовым. А.П. Виноградов (1949), на основании многолетних своих исследований, пришел к заключению, что концентрация элементов в живом веществе прямо пропорциональна содержанию их в среде обитания с учетом растворимости их соединений, тем самым автор создал учение о биогеохимических провинциях. Согласно этому учению, состав поверхности земли неоднородный, на ней имеются области с повышенным или пониженным содержанием тех или иных химических элементов. Эти области, отличающиеся от соседних по содержанию в них химических элементов (соединений) и, вследствие этого, вызывающие различную биологическую реакцию со стороны местной флоры и фауны, получили название биогеохимических провинций (Виноградов, 1963).

В соответствии современной классификации по генезису выделяют несколько типов биогеохимических провинций: природные, природно-техногенные, техногенные (Ковда и др., 1971; Ермаков, 1990 и др.). Исходя из этой классификации  на территории бывшего Союза выделены биогеохимические провинции с избыточным или недостаточным содержанием в биосфере Со, Сu, J, Ni, Рb, Mo, Zn и др. (Ковальский, 1971; Яровая,1962; Ковальский, Яровая, 1966 и др.).

По данным В.И. Георгиевского и др. (1979) , А.П. Авцына (1991) и др. живые существа на 99% состоят из 12 наиболее распространенных элементов, содержащихся в концентрации 0,01% и выше. Это, так называемые, макроэлементы. Кроме того, во всех организмах находится небольшое количество тяжелых металлов, которые делятся на микроэлементы (конц. 10-3-10-6%) и ультрамикроэлементы (конц. меньше 10-6 %).
Из 81 элемента, обнаруженных в организме млекопитающих, в том числе и у человека, 15 признаны эссенциальными (Fe, J, Zn, Cu, Co, Cr, Mo, Ni, V, Se, Mn, As, F, Si, Li), a некоторые (Cd, Pb, Sn) являются потенциально эссенциальными (Георгиевский, 1979, Авцын, 1991 и др.).

Содержание молибдена в земной коре составляет 0,001 вес % (Николаев, 1954). Особенности распространения его в земной коре свидетельствуют о том, что он связан с гранитными и другими кислыми магматическими породами. Молибден проявляет как халькофильные, так и литофильные свойства, а его геохимия связана главным образом с анионными формами (Кабата-Пендиас, 1989). Всего насчитывают около 20 минералов молибдена. Среди них наиболее популярны молибденит (MoS2), повеллит (СаМоО4), вульфенит (РbМоО4), ферромолибдат (Fe(МоО4)3•7H2O) и некоторые другие (Георгиевский, 1979). Содержание молибдена в почвах близко к его содержанию в материнских породах, а в почвах мира изменяется в пределах 0,013-17,0 мг/кг. Почвы, развитые на гранитных породах и на некоторых обогащенных органикой сланцах, содержат повышенные количества молибдена. Содержание молибдена в почвах на территории бывшего Cоюза значительно колеблется. По данным ряда авторов (Николаев, 1954; Виноградов, 1963; Беренштейн, 1958; Пейве,1960; Каталымов, 1965) валовой молибден в различных почвах содержится от 0,5 до 12 мг/кг. На общее содержание молибдена в почвах оказывает влияние их механический состав. Легкие дерново-подзолистые, песчаные и супесчаные почвы содержат молибдена меньше, чем глинистые и суглинистые. Сравнительно высокое содержание молибдена наблюдается в областях месторождений молибдена (от 4· 10-4 и выше), а также в почвах тундры - 1,2-10-3 (Виноградов, 1963).

З.Н. Ахмедова (1990), исследуя содержание и распределение молибдена в основных почвообразующих породах и почвах равнинной зоны Дагестана, обнаружила повышенное содержание молибдена (3,4-3,7 мг/кг) в более тяжелых дельтовых отложениях, в четвертичных отложениях -2,2 мг/кг, а валовой молибден составлял 2,2 - 4,1 мг/кг.

По данным Д.Р. Шиндлер и др. (1990) содержание молибдена в почвообразующих породах Южной Якутии составляет от 0,6 до 1,1 мг/кг. (в 62% проанализированных проб), а подвижная форма молибдена в почвах - 0,15(0,02 мг/кг.

По данным А.П. Виноградова (1963) содержание Мо в почвах на территории бывшего Союза составляет в среднем 3·10-4 %.

По данным В.В. Ковальского (1957), Г.Я. Яровой (1962), Л.Н. Пятницкой (1973) на территории Армении, между р. Аракс и р. Баргушат и Зангезурским хребтом находятся биогеохимические провинции с повышенным содержанием молибдена в почве. Наряду о этим выявлены районы, где наблюдается пониженное содержание молибдена в различных почвах (Закарпатье, Татарстан, Приморский край).

О.В. Николаев и А.М. Ремез (1968) в 1957г провели более 2000 исследований почвы различных районов Кабардино-Балкарии на предмет содержания  микроэлементов. По данным этих авторов, молибден был обнаружен только в 180 пробах, т.е. в 9 % от всех проб в небольших количествах (0,0001 - 0,0005 %). В с. Жанхотеко обнаружен молибден в нескольких пробах в количестве 0,1 мг/кг, в с. Жемтала в 6 пробах молибден обнаружен в количестве 0,0001 %. Исходя из этого авторы делают заключение о том, что в большинстве районов КБР почвы бедны молибденом. В то же время в горных районах близ г. Тырныауза находятся крупные месторождения этого элемента. Как известно, техногенное загрязнение (добыча, выплавка и переработка металлов) может быть причиной повышения содержания молибдена в почве. По данным S.B. Hornick et al (1984), в почвах вблизи завода по переработке молибдена его содержание составляло 35 мг/кг.

Изучению поведения молибдена в почвах уделяется пристальное внимание, поскольку среди других микроэлементов он выделяется своеобразными свойствами, являясь менее растворимым в кислых почвах и легкоподвижным в щелочных. К.В. Краускопф (1963), Добровольский В.В., (1983) и W. Creutzfeldt, R. Ebert (1985), обобщившие данные о поведении молибдена в почвах, установили, что его неорганические формы связаны главным образом с оксидами железа и алюминия и образуют слаборастворимые полукристаллические формы.

По литературным сведениям (Яковлева и др., 1972, Пейве, 1963, Каталымов,1965 и др.), растворимость, а следовательно, и доступность молибдена для растений во многом зависит от рН (известкование способствует поглощению молибдена растения) и условий дренирования почв.

Как отмечают А. Кабата-Пендиас (1989), Бакирова и др. (1990), процесс формирования химического состава природных вод совершается под воздействием состава пород, слагающих территорию, уровня содержания химических элементов в почвообразующих породах, почвах, растительности. Содержание микроэлементов, в том числе и молибдена в природных водах зависит от рН и степени минерализации почвы. По данным В.В. Ковальского (1957) в природных водах содержание молибдена по территории бывшего Союза в среднем составляет 5,4·10-5 %. В водах Марийской АССР - от 0,4 до 8,0 мкг/л, а в Ульяновской области - 1,0·10,0 мкг/л (Бакирова и др.,1990). 

Анализ многолетних (1991-1998гг.) проб воды поверхностных водоемов, проведенных специнспекцией комитета природных ресурсов показал, что среднее содержание молибдена в р.Малка, - 0,00055 мг/л; р.Баксан (п.Тегенекли) - 0,003 мг/л, в верховьях р.Терек и в притоках р. Баксан - реках Азау, Донгуз-Орун, Терскол, Адыл-Су молибден не обнаружен. В то же время на территории КБР крупными и активными источниками молибдена и других тяжелых металлов (W, Cu, Bi, Pb, As) являются предприятия ТВМК с мощными открытыми карьерами, шахтными комплексами, отвалами и хвостохранилищами вскрытых и отработанных пород. Воды ручьев и рек, берущие начало в районе вольфрамомолибденового месторождения и питающие р.Баксан, обогащены этими металлами (0,3-2 мг/л ), тогда как фоновое содержание молибдена в природных водах не превышает 0,003 мг/л.
1.1 Содержание молибдена в объектах живой природы и его участие в процессах жизнедеятельности
Молибден - жизненно необходимый для растений микроэлемент, однако физиологическая потребность в нем относительно невелика. Растения поглощают молибден, главным образом, в виде молибдат-ионов. 

Как отмечают А.О. Войнар, (1960); П.А. Власюк (1972, 1974); А. Хенниг, (1976) способность к накоплению молибдена у однодольных и двудольных растений выражена по - разному. По мнению этих авторов, однодольные (злаки) в вегетативных органах накапливают меньше молибдена (ежа сборная - 0,26 мг/кг, пшеница - 0,54 мг/кг сухого вещества). Тогда как двудольные, особенно бобовые, в тех же органах содержат много молибдена (одуванчик - 0,32 мг/кг, клевер - 1,04 мг/кг, люцерна -2,63 мг/кг, горох - 3,17 мг/кг сухого веса). Н.И. Ивлев (1986) представил данные спектрального анализа продукции овощных культур. По его данным капуста, редька, кабачки, огурцы, фасоль содержат молибдена в количестве 1,95 -10,1 мг/кг сухой массы; кукуруза, морковь, лук, картофель, сельдерей - 0,5 - 4,7 мг/кг. В семенах обычно содержится больше молибдена, чем в листьях. Так П.А. Власюк (1951, 1972) в листьях пшеницы обнаружил 0,54 мг/кг, а в зернах - 1,00 мг/кг.

По литературным сведениям (Войнар, 1960; Karlsson, 1961; Власюк, 1972; Хенниг, 1976) некоторые природные растения, особенно из семейства бобовых, способны без каких-либо признаков токсичности аккумулировать значительные количества молибдена (до 500 мг/кг золы, или около 350 мг/кг сухой массы). Обработка доступной нам литературы по содержанию молибдена в растениях, произрастающих в разных странах показала, что средние уровни содержания молибдена в травах (разнотравье) и бобовых изменяются соответственно от 0,33 до 1,54 мг/кг, и от 0,73 до 2,3 мг/кг сухой массы. В условиях техногенного загрязнения уровни содержания молибдена в растениях заметно увеличиваются. Например, по данным Karlssonа (1961) в пастбищных растениях из окрестностей металлургического завода концентрации молибдена достигали 200 мг/кг сухой массы. По данным S.B. Hornick et al.,(1984), салат-латук и капуста, растущие на загрязненных почвах вблизи завода по переработке молибдена, содержали соответственно 124 и 1061 мг/кг сухой массы. Таким образом, антропогенное загрязнение почв приводит к локальным, но весьма контрастным аномальным содержаниям молибдена в растениях.

Изучением локализации молибдена в клеточных структурах занимался П.А. Власюк и др. (1972). Он отмечает, что больше всего молибдена найдено в хлоропластах листьев кормовых бобов и лейкопластах корней, затем в ядре и в митохондриях.

Обеспеченность молибденом является существенным фактором для нормальной жизнедеятельности растительных организмов. Он, являясь составной частью или активатором ферментов, принимает участие во многих биологических процессах растительного организма.

Некоторое представление об участии микроэлементов в окислительно-восстановительных реакциях у растений и микроорганизмов дают следующие данные, приводимые в таблице Л.П. Пейве (1972). 

 Таблица 1 - Молибденсодержащие ферменты, их участие в окислительно-восстановительных реакциях живых организмов.
	Ферменты и катализируемые
 реакции
	Схема переноса ē и водорода с участием микроэлементов  (в одном направлении)

	Нитратредуктаза: NO3(NO2 
	НАD(Ф)×Н2e-(ФАDe-((Мо,Cu)e-( 
(NO-3

	Нитритредуктаза: NO2-NH2OH 
	НАД(Ф)×Нe-2-ФАДe--

(Мо,Cu,Mn)×NO2

	Гидроксиламинредуктаза: NH2OH(NH3
	НАD(Ф)×Нe-2(ФАDe-((Мо,Мn)e-(
(NH2OH

	Ксантиноксидаза: 

ксантин 
мочевая 

гипоксантин 
кислота 
	Ксантин, гипоксантин

е(Мо6+e(ФАDe-(Fe3+

O2, хиноны, нитраты, цитохром



	Гидрогеназа: Н2(2(Н) 
	Нe-2 ферредоксин (Мо, Fe3+)e- (
 Различные акцепторы

	Комплекс оксидоредуктаз:

N2(NH3
	НАD(Ф)Нe-2(ФАDe-((Мо)e-(
 Ферредоксин (Мо, Fe)e-(Ns


 D.J. Arnon, P.R. Staut (1939) в опытах с помидорами показали необходимость молибдена высшим растениям. Особенно высокое содержание молибдена отмечается у растений, живущих в симбиозе с азотобактериями. 

В 1954 г Nicholas J.D., et. al. было установлено, что молибден входит в состав нитратредуктазы и тем самым участвует в восстановлении нитрата до аммиака. Внесение молибдена в почву в составе микроудобрений значительно повышает активность нитратредуктазы (Салчева и др., 1980). По мнению А.О. Войнара (1960), молибден не только представляет структурный компонент нитратредуктазы, но и необходим для синтеза белковой части фермента. Э.А. Муравин (1964) указывает, что нитратредуктазы всех высших растений являются молибден-протеидами. По мнению Ю.А. Виноградова и др. (1995) сильная обедненность кормов молибденом при значительном содержании в них нитратов нарушается процесс восстановления нитратов и приводит к их избыточному накоплению.

Установлено влияние молибдена на повышение активности аскорбиноксидазы в горохе (Журовска, 1958). Влияние молибдена на количество и состав свободных аминокислот и амидов выявлено в работах Л.М. Гольбер, А.В. Неговская  (1970), Л.А. Люковой, М.С. Гаргола (1966). Молибден увеличивает содержание хлорофилла в листьях клевера, гороха, сахарной свеклы и винограда (Петербургский, 1972; Сабо, 1964; Коломийцева, 1966; Страхов, 1980). По данным В.Д. Страхова (1980) молибден активирует процессы фотосинтетического фосфорилирования. В литературе немало работ, указывающих на роль молибдена в процессах фиксации атмосферного азота, восстановления нитратов, увеличения синтеза белков, нуклеиновых кислот (Пейве, 1960, 1972; Вальчук и др., 1973; Власюк, 1972; Божилова и др., 1980; Kessler, 1964; Lobo et. al., 1987).

Дача животным тиосульфата, цистеина и метионина оказывает защитное действие при молибденозе (Лукашев,1975; Хенниг, 1976; Авцын, 1991).

В физиологическом антагонизме меди и молибдена определенное значение имеет их действие на активность сульфитоксидазы. Медь активирует этот фермент, тогда как молибден угнетает его действие. Еще одним аспектом физиологического взаимодействия меди и молибдена является, по мнению A. Disk (цит. По Авцыну, 1991), образование трудно растворимых медно-молибденовых комплексов (Cu2 MoO4 (OH)3) и тиомолибдатов в желудочно-кишечном тракте животных. Это ведет к угнетению медьсодержащих ферментов, в частности цирулоплазмина, что ведет к снижению синтеза гемоглобина в красном костном мозге. По данным S.A. Kostsak, A.C. Bearn (1978) продолжительное введение крысам тиомолибдата натрия позволило воспроизвести у них в эксперименте признаки, имевшие близкое сходство с молибденозом.

Поскольку между Мо и W, а также Мо и V возможны замещения в биохимических процессах (Seifter et al., 1950; Samloff et al, 1965; Rapopport, 1969), их метаболическое взаимодействие не может быть предотвращено. А. Хенниг (1976) приводит данные об усилении выведения молибдена из организма через почки при даче животным вольфраматов. Вольфрам вытесняет молибден из сульфитоксидазы и ксантиноксидазы и лишает их тем самым ферментативной активности.

По данным В.И. Георгиевского (1979) молибден хорошо всасывается в животном организме из пищевых продуктов и большинства своих неорганических соединений. Особенно хорошо усваивается жвачными водорастворимые соединения шестивалентного молибдена. А. Хенниг (1976) приводит данные об усвоении кроликами и морскими свинками слаборастворимых соединений молибдена, таких как MoO3,  СаМоО4. Практически не усваивается MoS2. А.П. Авцын (1991) объясняет это антагонистическими взаимодействиями молибдена и сульфатов.

Молибден встречается во всех органах и тканях млекопитающих. По данным В.И. Георгиевского (I979), в 100 мл крови содержится в среднем 1-2 мкг молибдена. Примерно 70% этого количества находится в эритроцитах и 30 % в плазме. В плазме и эритроцитах молибден обнаруживается в диализируемой фракции в виде иона МоО4-2.

В.И. Берзиев и др. (1994) установили факт накопления молибдена в волосах детей. По данным М.Н. Гойнацкого, Г.П. Лисица  (1963), У. Мак-Мюррей (1980), молибден в организме человека распределяется по органам следующим образом (в мг/кг свежей ткани): печень- 1,62 мг/кг; почки- 0,63 мг/кг; аорта- 0,53 мг/кг; мышцы- 0,41 мг/кг; простата- 0,26 мг/кг; сердце- 0,23 мг/кг; мозг- 0,21 мг/кг; селезенка- 0,17 мг/кг  кишечник- 0,15 мг/кг. По мнению А. Хеннига (1976), содержание молибдена в печени, селезенке, костях, почке, крови, молоке, шерсти повышается при увеличении его уровня в рационе. 

М.Н. Полонская (1972) установила факт закономерного накопления молибдена в органах эмбриона, начиная с 9 - недельного возраста. Так у 16 недельного плода содержание молибдена в костях составляет 14-28 мг%  от сырого вещества, на сороковой неделе от 38,98 до 42,08 мг%. Аналогичное увеличение молибдена наблюдается в мозге, печени, почках.

A.  Duncan (1994), изучая содержание молибдена в крови и ликворе больных с опухолями головного мозга, установил достоверное снижение концентрации молибдена в крови у больных (0,51(0,02 мг%  на золу) по сравнению с контролем (0,77(0,03 мг% на золу). 

И.В. Дугушкин (1997), изучая возрастную динамику распределения молибдена в органах молодняка крупного рогатого скота, выявил, что она изменяется в сторону увеличения доли молибдена жировой и мышечной тканей, а также в крови, снижения в головном мозге, сердце, легких, почках. 

В условиях техногенного загрязнения молибденом отмечается повышенное его накопление в объектах живой природы (Kasuga, 1982; Malass, 1984; Riber et al., 1969; Wanke et al., 1976; Unger, 1983; Walter et al., 1999). 

По данным Ф.В. Гедгафовой и др., (1999) содержание молибдена в мышечной ткани и печени  лесной мыши, обитающей близ гидрометаллургического комбината, превышает контроль, соответственно, в 5 и 1,5 раза.

Х.И. Шерхова  (1999), в своей работе, посвященной исследованию лесных мышей с загрязненных техногенными отходами территорий НМЗ, приводит количественные данные содержания молибдена в печени (0,06(0,003 мг%), поджелудочной железе (0,008(0,0001 мг%), кишечнике (0,0026(0,0002 мг%).

Содержание молибдена в продуктах питания растительного происхождения, по данным Е.М. Малеванной (1961, 1963), колеблется в пределах от 8 до 30 мкг% и только в горохе и фасоли составляет 7 - 108 мкг%. 

В пищевых продуктах животного происхождения молибден обнаруживается в концентрациях от 34 до 79 мкг%, в молоке 0,35 - 0,37 мкг%. 

В овощах обнаружено 0,04 - 0,21 мкг/кг, зернах пшеницы - 1,00 мкг/кг, кукурузы -0,06 мкг/кг, рисе-1,60 мкг/кг (Георгиевский, 1979). 

В работах Э.Л. Тауцинь и др. (1962, 1972) имеются данные о содержании молибдена в различных продуктах животного происхождения. В молоке 50 мкг/кг, желтке - 0,12 мг/кг, белке- 0,23 мг/кг. М.Н. Гойнацкий (1986) указывает на более высокое содержание молибдена в продуктах животного происхождения: мясе- 69,0(6,0 мкг%, яйцах- 41,0(5,0 мкг%.

Среднее содержание молибдена в продуктах растительного происхождения – 2,0мг/кг сухого веса. Отмечается более высокое содержание молибдена в бобовых -3,3 - 5 мг/кг.

О.А. Войнар (1960) приводит данные, согласно которым взрослый человек должен получать I - 2 мг молибдена в сутки. А. Хенниг (1976) указал, что суточная потребность крыс в молибдене равна 0,02 мг/кг живого веса, у птиц и жвачных - 0,10 мг/кг живого веса. По данным Д.Ш. Гайирбегова (1996), Д.Ш. Гайирбегова и др., (1997), суточная потребность коров в молибдене составляет в начале стельности- 0,36 мг/кг, в середине- 0,37 мг/кг, в конце 0,54 мг/кг сухого вещества рациона.

Биологическое значение молибдена в основном определяется его участием в окислительно-восстановительных реакциях через молибденсодержащие ферменты и метаболическими взаимодействиями с макро и микроэлементами организма.

В настоящее время известно 15 молибденсодержащих ферментов. Определенное представление о составе и катализируемых этими ферментами реакциях, дает схема, заимствованная у G.N. Schrauzer et. al. (1984) "Молибденсодержащие ферменты".

Таблица 2 - Молибденсодержащие ферменты по G. N. Schrauzer et. al. (1984).
	Фермент
	шифр
	прочие кофакторы
	Реакция

	Альдегидоксидаза
	КФ.1.2.3.1
	Fe/S,ФАД
	Альдегиды+Н2О+О2(кислота+Н2О2

	Сульфитоксидаза
	КФ.1.8.3.1
	Гем
	Сульфит+О2+Н2О(Сульфат+Н2О2

	Ксантиноксидаза
	КФ.1.2.3.2
	Fe/, ФАД
	Ксантин+Н2О+О2(урат+Н2О2


Как видно из таблицы 2 в животном организме содержится адьдегидоксидаза, сульфитоксидаза, ксантиноксидаза. Они образованы несколькими субъединицами, содержат два атома молибдена и дополнительные простетические группы. Активной частью этих ферментов является рибофлавин (витамин B2), который входит в состав коферментов - флавинмононуклеотида и флавинадениндинуклеотида.

Как известно, флавиннуклеотидные ферменты катализируют очень важные для организма окислительно-восстановительные реакции - окислительное дезаминирование аминокислот, дегидрирование оксикислот, окисление восстановленных форм НАД Н2. Характерно, что ФАД прочно связан с белковой частью фермента и в то же время с микроэлементами (Мо, Fe и др.) образует металлофлавопротеиды. Он обратимо восстанавливается молекулярным водородом: Н2+ФАД=ФАДН2. Восстановленный ФАД может реагировать с Мо+6, образуя при этом Мо+5 и два водородных иона по схеме: ФАД Н2 + 2 Мо+6 = ФАД + 2Mo+5 + 2 H+.  По мнению Я.В. Пейве (1972), таким путем молибден повышает активность флавопротеидных ферментов, связанных с азотным обменом.

Как отмечают М. Dixon, Е. Webb (1982), альдегидоксидаза печени является молибденфлавопротеидом, катализирует процесс окисления  альдегидов до кислот с образованием Н2О2. После удаления молибдена фермент теряет способность восстанавливать цитохром С, нитрат и феррицианид. Сульфитоксидаза превращает сульфит в сульфат и строго специфична к своему субстрату. Фермент присутствует преимущественно в печени, где он локализуется в межмембранном пространстве митохондрий. Его физиологическим акцептором электронов является митохондриальный цитохром С. 

Сульфитоксидаза выделена из печени человека, крупного рогатого скота, кроликов и крыс. Она представляет собой димер, образованный двумя идентичными субъединицами с молекулярной массой 55 - 60 тыс., из которых каждая содержит по одному атому молибдена и одной молекуле цитохрома b5 - типа (Cohen, 1971). По данным K.A. Jonsson (1986) окисление сульфита осуществляется молибденовым центром, что приводит к восстановлению Мо+6 до Мо+4. Две простетические группы сульфитоксидазы расположены в разных доменах. 

По А.П. Авцыну (1991) генетический дефект сульфитоксидазы вызывает выраженные аномалии мозга, умственную отсталость, эктомию хрусталика. Организм теряет способность превращать сульфит в сульфат, что приводит к активации побочных путей обмена серы. В органах происходит накопление S-сульфо-L-цистеина, сульфита и ипосульфита при практическом отсутствии сульфата, который необходим для образования сульфолипидов и белков (Полонская, 1963; Johnson et. al., 1960).

Ксантиноксидаза представляет собой димер с молекулярной массой 283000, содержащий на каждую субъединицу молекулу ФАД, кластер F4S4 персульфидную группу и один атом молибдена. Фермент катализирует окисление гипоксантина в ксантин и ксантина в мочевую кислоту (Горкин, цит. по Авцину, 1991).

По данным К.V. Rajagopolan (2000) ксантиноксидаза окисляет большое число соединений, включающих пурины, птеридины и альдегиды. При генетическом дефекте ксантиноксидазы или недостатке молибдена в организме возникает ксантинуремия, так как нарушается процесс его окисления до мочевой кислоты. В почках образуются ксантиновые камни. При этом содержание мочевой кислоты в сыворотке крови и в моче резко снижено (менее 1,19 - 2,98 мМоль/л и 2,38 - 5,95 мМоль/л)

Влияние молибдена на некоторые стороны пуринового обмена в животном организме исследовал Э.В. Гусев (1969, 1972), он установил, что ограничение поступления молибдена ведет к снижению активности ксантиноксидазы, тормозит образование мочевой кислоты. Автором установлена прямая коррелятивная зависимость между содержанием мочевой кислоты в крови и моче (r = ( 0,8), активностью ксантиноксидазы и содержанием мочевой кислоты в крови (r = ( 0,8).

По данным В.В. Ковальского и Г.А. Яровой (1966), повышение содержания молибдена в среде (Армения) ведет к увеличению содержания мочевой кислоты в организме у людей, вследствие чего развивается эндемическая подагра.

В работах Л.В. Пейве (1972) указывается, что молибден может образовать специфические комплексы с АТФ, что он действует на реакции синтеза и распада РНК, катализируемые соответственно РНК-полимеразой и полинуклеотидфосфорилазой, может реагировать с фосфором нуклеотидов, сдвигая при этом равновесие реакции в сторону синтеза РНК. По мнению этого автора, молибден на биосинтез белка действует различными путями: 1- путем ускорения синтеза аминокислот и включения их в состав белков; 2- путем взаимодействия с ферментами, реагирующими с ДНК, РНК и нуклеотидами; 3- путем взаимодействия с рибосомами. Также молибден может оказать ингибирующее или стимулирующее влияние на многие ферменты. 

По данным А.О. Войнара (1960), неблагоприятное влияние высоких доз молибдена на рост и развитие костей обусловлено прямым угнетающим влиянием его на активность щелочной фосфатазы. Подобные же результаты получил в своих экспериментах С.И. Куманов (1964).

В работе М.Н. Гойнацкого (1990) показано, что дефицит молибдена в пище снижает активность каталазы в печени, эритроцитах и их способность нейтрализовать Н2О2 и О2, образующихся при автоокислении многих органических веществ. По мнению автора, снижение активности каталазы связано со снижением активности ксантиноксидазы, которая в свою очередь зависит от наличия в организме молибдена. Кроме того, этот автор исследовал влияние избытка тяжелых и легких изотопов молибдена на активность обоих ферментов. В печени Мо90 и Мо92 являются активаторами ксантиноксидазы, а Мо100- ингибитором. Активность каталазы в эритроцитах ингибируется Mо90 на 23%,  Мо92- на 43%, Мо100- подавляет активность каталазы в печени и почках.

Как отмечают Cox et al., (1960)  у экспериментальных животных, получавших добавки молибдена, уровень цитохромоксидазной активности в тканях снижается. По данным Е.М. Малеванной (1963), активность сукцинатдегидрогеназы при избытке молибдена повышается. По мнению авторов, недостаточное содержание молибдена в рационе существенно снижает активность гиалуронидазы, под действием которой обратное всасывание воды в почечных канальцах усиливается.

S. Capilna (1963), изучая влияние ионов молибдена на промежуточный обмен глутамина в печени и в мозгу, установили, что молибден значительно снижает активность глутамиразы и количество глутамина в мозге. К аналогичным выводам пришли Е. Kohen (1972), S.A. Kostsak, A.C. Bearn, (1978), K. Arisono et al., (1993), изучая влияние различных металлов на биологические реакции печени крыс.

В настоящее время в научной литературе накоплен определенный материал о роли молибдена в этиологии эндемического зоба (Уразаев, 1956; Москалюк, 1972; Одынец, 1972). Однако по этим данным не всегда удается однозначно судить о значении молибдена в поддержании нормального функционирования щитовидной железы. Например, по данным  Н.М. Уразаева существует обратная зависимость между содержанием молибдена в почве и в пищевых продуктах и частотой возникновения эндемического зоба. В.М. Мещенко и др., (1959) установили, что обмен молибдена в организме больных эндемическим зобом характеризуется повышенной задержкой его и пришли к выводу, что алиментарный дефицит молибдена является отягощающим фактором для течения эндемического зоба.

Исследования Л.H. Пятницкой (1973) показали, что недостаток молибдена в рационе животных вызывает нарушения функции щитовидной железы с признаками, aнaлoгичными изменениям, характерным при недостатке йода в пище.

Л.И. Москалюк (1972) наблюдал повышение функциональной активности щитовидной железы при повышенном поступлении молибдена в организм. Аналогичные данные для лабораторных животных приводятся И.А. Эскин  (1978), E.C. De Penzo et al. (1953), C.W. Cooper (1971), M. Kirchgessner  et al. (1982). 
М.С. Rodriguer (1993), изучая влияние хронического воздействия молибдена (в дозе 200 мг/кг Na2MoO4) на крыс Bromn Norwag, обнаружили снижение потребления воды и корма, уменьшение массы тела, а также экскреции мочевины и креатинина с мочой, снижение активности щитовидной железы, выявили атрофию семенников.

По данным Ф.Я. Беренштейна (1966) введение в организм кролика молибдена с пищей вызывает сдвиги в системной гемодинамике и коронарном кровообращении свидетельствующие о развитии недостаточности миокарда.

Имеются данные о том, что содержание молибдена в тканях и органах человека претерпевает определенные изменения при заболеваниях, этиологически не связанных с повышенным или пониженным его поступлением в организм. Ряд авторов отмечает изменение содержания молибдена в крови при железодефицитной анемии, постгеморрагической анемии и при лейкозах.

Ю.М. Бала и В.М. Лифшиц (1973) отмечают нарушение метаболизма молибдена и других микроэлементов при анемии, обусловленной злокачественными образованиями. При лейкозах содержание молибдена в печени, селезенке, лимфатических узлах снижается, в костном мозге возрастает (Владимиров и др., 1986). Гастрогенная анемия снижает содержание молибдена в эритроцитах. При раковых анемиях наступают взаимосвязанные нарушения обмена железа, стронция, молибдена. Эти же авторы и В. Я. Шустов (1967) отмечают, что в малых дозах (5 мкг) Мо оказывает положительное действие на образование гемоглобина. Это подтверждают исследования ряда авторов, изучавших действие малотоксичных препаратов молибдена (Мо-5 и Мофит) на гемопоэз. Большие дозы молибдена (50 мкг) уменьшают содержание гемоглобина и количество эритроцитов в крови, вызывают лимфоцитоз.

С. Димитров и др.(1986) при повышенном содержании молибдена в рационе животных наблюдали снижение аппетита, уменьшение массы тела, кахексию, анемию, повреждение суставов и ломкость костей.

Как видно из изложенного выше, биологическая роль молибдена изучена еще не достаточно. Исходя из этого, на наш взгляд, весьма актуально проведение дальнейших исследований для определения  суточной потребности в молибдене, его обмен в организме, фактическое содержание в рационах применительно к определенным эколого-географическим районам и конкретным биогеохимическим экстремальным ситуациям, обусловленным промышленными загрязнениями среды.
Мо, как и большинство других микроэлементов, в нормальных условиях поступает в организм человека и животных с продуктами питания и водой. Содержание Мо в продуктах питания животного и растительного происхождения подвержено существенным колебаниям, которые определяются как видовыми особенностями продукта, так и содержанием Мо в почве и воде.

В организме млекопитающих содержится Мо 1-4 мг/кг живой массы. Колебания, обусловленные уровнем Мо в рационе, весьма значительны, в связи с чем имеющиеся данные по возрастной динамике этого элемента малоубедительны.

Весь Мо распределен в организме примерно следующим образом: скелет- 60-65%, кожа - 10-11%, шерсть (у овец) - 5-6%, мышцы - 5-6%, печень - 2-3%, остальные органы и ткани - 9-18%. 

Средние показатели содержания Мо в органах и тканях животных при обычном режиме питания следующие (мг в 1кг свежей ткани): печень 2-13, скелетные мышцы 0,4-1,2, почки 2,0-3,4, сердце 0,5-0,8, селезенка 0,4-1,2, мозг 0,10-0,15, кости 15-40, кожа 2,5-5,0.

Содержание Мо в селезенке, печени, костях, почках, крови, молоке, шерсти повышается при увеличении его уровня в рационе. В 100 мл крови содержится в среднем 1-2 мкг Мо. Примерно 70 % этого количества находится в эритроцитах и 30 % в плазме.

Шестивалентный Мо сравнительно быстро абсорбируется в пищеварительном тракте, величина адсорбции зависит от вида, возраста животных и уровня Мо в рационе, но в среднем она может быть определена в 20 - 30% от принятого, что подтверждается опытами с использованием стабильного и радиоактивного изотопа Мо.

На всасывание Мо, отложение его в тканях и экскрецию влияют сложные взаимодействия в триаде: медь — молибден — неорганический сульфат. Хотя здесь возможны вариации связанные с видом животных в общих чертах эти взаимодействия сводятся к следующему:

1) Мо и особенно молибден совместно с сульфатом снижают отложение меди органах и синтез церулоплазмина; соответственно уменьшается экскреция меди с желчью, но усиливается с мочой.

2) Увеличение меди в рационе снижает отложение его в печени, хотя его поступление с кормом остается прежним;

3) При увеличении сульфата резко возрастает экскреция Мо с мочой и соответственно снижается отложение его в тканях. Часть этих взаимодействий осуществляется на уровне пищеварительного канала, часть переносится в область промежуточного метаболизма.

Жизненно необходимым элементом Мо стал считаться сравнительно недавно, когда было установлено, что он является составной частью фермента ксантиноксидазы. Этот фермент, содержащий наряду с Мо железо, катализирует окисление восстановленного дифосфоридиннуклеотида, гипоксантина и ацетальдегида и играет важную роль в обмене пурина. При снижении уровня этого фермента в организме происходит нарушение синтеза мочевой кислоты из ксантина и гипоксантина, в результате чего в крови и моче резко возрастает концентрация ксантина, а уровень мочевой кислоты резко снижается. В почках, мочевых путях происходит отложение ксантиновых камней.
При недостатке фермента сульфитоксидазы теряется способность организма превращать сульфит в сульфат, в результате в органах и тканях накапливается сульфоцистеин, сульфит и гипосульфит при отсутствии сульфата. Происходят нарушения в ЦНС, умственная отсталость, эктопия хрусталика.
Мо действует на реакции синтеза и распада РНК, катализируемые соответственно ферментами РНК-полимеразой и полинуклеотидфосфорилазой. Мо может реагировать с фосфором нуклеотидов, сдвигая при этом равновесие в сторону синтеза РНК. Возможно также образование различных фосфорно-молибденовых комплексов, играющих каталитическую роль.

На биосинтез белков Мо может действовать различными путями:

1. Путем ускорения синтеза аминокислот и включения их в состав белков.

2. Путем взаимодействия с ферментами, реагирующими с ДНК, РНК и нуклеотидами.

3. Путем взаимодействия с рибосомами.

Предположительная потребность человека в Мо составляет примерно 0,004 мг/кг веса тела, т.е. около 0,3 мг в сутки. Длительное потребление избыточных количеств Мо приводит к нарушению фосфорнокальциевого обмена, деформации костей, слабости конечностей, нарушению способности животных к передвижению. При избытке Мо в пище ксантиноксидаза повышает интенсивность азотистого, в частности пуринового, обмена в организме. В результате распада пуринов образуется мочевая кислота. При избытке этой кислоты почки не успевают выводить ее из организма, в результате чего в суставах и сухожилиях мышц накапливаются ее соли — развивается подагра. При хроническом отравлении Мо снижается количество меди в печени, даже при повышенном содержании ее в кормовом рационе. Заболевание сопровождается сильным поносом, наступает истощение, снижается продуктивность животных, шерсть грубеет и теряет окраску.

Медь является антагонистом Мо, поэтому назначение больным животным ежедневно примерно 2 мг медного купороса излечивает их.
От прибавления молибдена к корму у птиц отмечается ускорение роста, то же наблюдается и у животных. По-видимому, это и есть самый важный биологический показатель действия молибдена. Введение в диету меди или сульфатов снимало депрессивное действие молибдена на рост животных.

Дальнейшие указания на взаимодействие меди и молибдена в организме животных были получены в Австралии. Было установлено, что применение молибдена дает эффект при лечении овец с хроническим отравлением медью. Эти исследования помогли понять, что молибден влияет на метаболизм меди, и что это влияние зависит от присутствия неорганического сульфата. Исследования метаболизм молибдена имеет ограниченную ценность, если остается неизвестным содержание неорганического сульфата в рационе. 

Dick (1956) предложил гипотезу для объяснения сульфата на всасывание и экскрецию молибдена, согласно которой неорганический сульфат мешает или, если его концентрация достаточно высока, предотвращает транспорт молибдена через мембраны. Такой эффект может повышать экскрецию молибдена с мочой,  вследствие увеличения концентрации сульфата в ультрафильтрате почечных клубочков, наблюдаемого после приема больших доз сульфата. Повышение концентрации сульфата  тормозит или блокирует реасорбцию молибдена в почечных канальцах. 

Водные растворы молибдена довольно быстро всасываются из кишечника. У большинства животных молибден выделяется главным образом с мочой (45 % дозы) и менее с калом (34 %).

Шестивалентный молибден быстро всасывается у животных всех видов. В зобе у кур через три часа после введения обнаруживается 30% молибдена. Поскольку к этому времени он уже выделился с мочой и с желчью, истинная величина всасывания превышает 30%. У коз через 4 дня после ведения молибдена в рубец, в пищеварительном канале всасывается только 7% элемента, но к этому времени 25% введенного в рубец  молибдена выделяется с мочой и 2,4% с молоком, а общая величина всасывания составляет более 35%.

В кишечнике млекопитающих не существует какого-либо барьера, ограничивающего всасывание молибдена. Распределение молибдена в организме после всасывания зависит от времени. Приблизительно через 24 часа после пеорального введения наивысшая концентрация молибдена отмечается в крови; исключение составляла только моча, где молибдена содержалось в 20 раз больше. В последующие трое суток содержание молибдена в крови снизилось почти в 10 раз по отношению к максимуму.

Выделение молибдена введенного перорально или путем инъекции происходит главным образом с мочой, хотя значительная часть выделяется с желчью (около 10% адсорбированного молибдена) в кишечник и может затем использоваться вновь. Выделение молибдена зависит от содержания серы в рационе. С одной стороны всасывание и реасорбция молибдена снижается в связи с образованием сульфида молибдена, с другой – возрастает доля почечной экскреции.

В моче молибдена больше (в расчете на 1 кг сухого вещества), чем в кале, что свидетельствует как о высокой степени всасывания, так и преимущественно о почечном выделении молибдена.

При введении молибдатов перорально и парентерально разным видам животных более всего выражено действие его на ЖКТ (потеря аппетита, рвота, кровавый понос) и нервную систему (дрожание, судороги, одышка).

В органах крыс, морских свинок и мышей при введении соединений молибдена в ЖКТ возникают различные морфологические изменения, наиболее выраженные в случае введения трехокиси. В печени наблюдается в разной степени выраженная жировая дистрофия (в зависимости от величины дозы), фокусы коагуляционного некроза, инфильтрированные полиморфноядерными клетками, пролиферативные узелки,  гиалиноз стенок ветвей печеночной артерии; в почках – различно выраженная жировая дистрофия, участки некроза и пролиферация сосудистой ткани; в надпочечниках – вакуолизация клеток; в легких – гиперемия, незначительная клеточная реакция (полинуклеары), местами небольшие кровоизлияния; в селезенке – гиперплазия ретикулярных клеток.

Известно анемизирующее действие молибдена, тормозящее влияние его на рост животных, на половую функцию крыс – самцов (при добавлении к пище от 80 до 140 мг % может быть достигнута полная стерилизация животных).

Медь ослабляет токсическое действие молибдена, цинк же напротив усиливает его, свинец влияния не оказывает. Анализируя взаимоотношения между молибденом и цинком, молибденом и медью установлено, что дефицитные заболевания вызываются не только низким содержанием в пище важных составных частей, но и в результате излишка одного из них.

Молибден, главным образом,  влияет на накопление железа в печени. В других органах и тканях концентрация железа под влиянием молибдена по сравнению с нормой изменяется мало.

При введении молибдена кроликам наблюдали уменьшение количества меди в печени, а также незначительное уменьшение в почках, легких и костях. В мозгу,  а особенно в коже концентрация меди выше, чем у контрольных животных. В мышечной ткани содержание меди не изменилось.

Введение молибдена также оказывает влияние на содержание цинка в органах и тканях. Особенно заметно молибден способствует понижению концентрации цинка в мозгу, легких и почках и некоторому накоплению его в коже. В печени содержание цинка несколько уменьшается, а в мышечной ткани и костях не изменяется.

Молибден способствует снижению концентрации кобальта в печени и увеличению ее в легких и коже.

Сопряженные отношения молибдена с другими металлами сразу привлекли внимание исследователей. Установлено, что молибден оказывает угнетающее действие на печеночные сульфидоксидазы, в результате которого начинается порочное усвоение серосодержащих соединений, в том числе связывание меди с сульфидами, следствием этого является медная недостаточность, определяющая симптоматику интоксикаций. Известно также снижение потребления молибдена при увеличении в рационе неорганического сульфата. Таким же эффектом обладает метионин. Некоторые авторы считают, что сульфаты, как и медь, не мешая всасыванию молибдена в кишечнике, способствуют усилению экскреции этих соединений. Медно – молибденовый антагонизм объясняют также вытеснением молибденом меди из биологических субстратов (М. Войнар 1960). Уменьшение содержания меди в печени усиливается под влиянием совместного введения животным молибдена и фосфора в 2,5 – 5 раз.

Еще одним аспектом физиологического взаимодействия меди, молибдена и сульфатов является образование медно – молибденовых комплексов, представляющих трудно растворимый молибдат меди, близким по составу к редкому минералу Cu12Mo4(ОН)2. Позже было установлено, что наряду с ним (или вместо него) образуются комплексы с тиомолибденовой кислотой, имеющие общую формулу лиганда –  МоОхS4-х   (Dick A.T et. al. 1975). Тиомолибдаты существенно снижают всасывание меди, тогда как молибдаты и сульфаты как совместно, так и в отдельности не влияют на ее усвоение (Millts C.F et.al. 1978) .

Всосавшись в кровь, тиомолибдаты прочно связываются с альбуминами и другими плазменными белками и делают медь недоступной для метаболических процессов. Продолжительное введение крысам тиомолибдата  натрия воспроизводит признаки молибденоза.

Williams и van Reen (1956) исследовали действии молибдена на некоторые ферментные реакции, протекающие с участием АТФ. Оказалось, что при этом наблюдается различный эффект. Активность печеночной фосфатазы значительно возрастает,  в то время как почечная и кишечная щелочная фосфатаза значительно угнетается. С угнетающим действием на щелочную фосфатазу связывают влияние молибдена на рост и костеобразование.

Установлено, что аэрозоли металлического молибдена и его соединений при респираторной затравке действуют различно, в зависимости от вида соединения и степени его растворимости. Так,  при затравке высокими концентрациями хорошо растворимого парамолибдата аммония (0,5 – 2,5мг/л) у крыс очень быстро проявляется общетоксическое действие, и в течение 10 дней все подопытные животные погибли. Морфологическое исследование органов погибших животных показало паренхиматозное перерождение печеночных клеток, очаги некроза в печени, в почках – перерождение эпителия извитых канальцев. В легких наблюдалось: сильный периваскулярный отек, большие участки кровоизлияний в полость альвеол.

Менее растворимая трехокись молибдена (аэрозоль измельчения) не вызывала столь быстрого появления интоксикации, животные выживали весь срок затравки, наблюдалось лишь отставание в весе по сравнению с контрольной группой. Однако морфофизиологические изменения в органах были аналогичны таковым при действии парамолибдата аммония.

Трехокись молибдена в виде аэрозоля конденсации при респираторной затравке оказывала токсическое действие при весьма малых концентрациях (6 мг/м3). Наблюдались изменения в белковом обмене (увеличение аммиачного азота мочи, гипергаммаглобулемия, снижение коэффициента А/Г, снижалась активность щелочной фосфатазы).

Плохо растворимые аэрозоли  металлического молибдена и бурой двуокиси молибдена не вызывали явлений интоксикации даже при весьма высоких концентрациях. Морфофизиологические изменения в этих сериях опытов были наиболее выражены со стороны легких, где наблюдалось утолщение межальвеолярных перегородок. С появлением в них волокон соединительной ткани. Изучение действия борида молибдена показало, что это соединение обладает токсическим действием, выраженным в развитии дистрофических изменений в клетках печени, изменениях содержания аминного азота в сыворотке крови, изменениях со стороны красной крови.

Некоторые авторы отмечают способность молибдена в небольших дозах повышать фагоцитарную активность лейкоцитов, что имеет отношение к повышению защитных функций организма.

Можно допустить, что молибден оказывает разностороннее влияние на различные области обмена веществ. В одних случаях молибден оказывает синергическое действие с другими микроэлементами, в других – антагонистическое.

Глава 2  Выбор и обоснование оптимального варианта направления исследований 
Для получения качественных, всесторонних данных по исследуемой проблеме, нами используется приборная база, состоящая из отечественного и зарубежного оборудования приобретенного в последние 1-3 года, все оборудование сертифицировано и применяется специалистами прошедшими курсы повышения квалификации.  

Аппаратное обеспечение позволяет реализовывать на высоком уровне следующие применяемые нами методы: полярографические, спектрографические, биохимические, иммуноферментные, гистологические, электрофизиологические и математические.
Проведение исследовательских работ по данному проекту позволит решить следующие проблемы:

1. Установление степени загрязнения окружающей среды техногенными отходами, содержащими молибден, в местах добычи и переработки молибденовой руды в Кабардино-Балкарской республике.
2. Влияние очагов загрязнения на строение и функции различных систем органов животных  в природных и экспериментальных условиях.
3. Разработка профилактических мер по предупреждению эндемического зоба, тиреотоксикоза и сахарного диабета.
4. Выработка рекомендаций по применению микродобавок молибдена для повышения продуктивности в животноводстве.
Поставленные проблемы обозначили следующие задачи:

·  Определить содержание молибдена в почве, воде и растениях в районах хвостового хранилища Тырныаузского вольфрамомолибденового комбината (ТВМК) и Нальчикского гидрометаллургического завода (НГМЗ), где добываются и перерабатываются молибденовые руды;
·  Установить корреляционные связи между содержанием молибдена в среде, в пище и в организмах животных, обитающих на загрязненных территориях и в условиях экспериментов длительно получавших избыток молибдена;
·  Изучить действие различных доз молибдена и вольфрама на кислородный статус органов и тканей организма, в связи с эссенциальными свойствами молибдена и нарушений микроциркуляторного русла кровеносной системы при его избытке;
·  Определить количественное содержание молибдена в органах гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы и изучить его воздействие на эколого-физиологическое и генетическое состояние животных организмов, обитающих на экспериментальных участках;
·  Изучить влияние повышенного содержания молибдена в рационе экспериментальных животных на морфофизиологические показатели кишечника, поджелудочной железы и печени в естественной среде и в условиях эксперимента с целью выявления тонких механизмов его повреждающего действия и адаптации организма к этим условиям;
·  Определить оптимальные концентрации микродобавок молибдена к рациону для нормального функционирования организма животных в экспериментальных условиях;
·  На основании полученных данных дать рекомендации по определению техногенного загрязнения горных экосистем и по использованию физиологической дозы для коррекции работы различных систем организма. 

Глава 3 План проведения экспериментальных и теоретических исследований

Описание основных планируемых работ (поэтапно):
Первый этап исследований:

1. Обзор теоретических и экспериментальных работ по исследуемой проблеме.

2. Выбор и обоснование принятого направления исследований и способов решения поставленных задач.

3. Разработка общей методики проведения исследований.

4. Определение содержания молибдена в почве, воде и растениях с территорий загрязненных промышленными отходами.  

5. Установление корреляционных связей между содержанием молибдена в среде, в пище и его содержанием в организмах животных, обитающих на загрязненных территориях и в условиях экспериментов получавших избыток молибдена.

Второй этап исследований:

1. Изучение действия различных доз молибдена на кислородный статус органов и тканей организма, в связи с эссенциальными свойствами молибдена и нарушений микроциркуляторного русла кровеносной системы при его избытке.

2. Определение  концентрации молибдена в органах гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы и его действие на физиологическое состояние экспериментальных животных.
Третий этап исследований:
1. Определение оптимальных концентраций микродобавок молибдена к рациону для нормального функционирования организма животных в экспериментальных условиях.
2. Изучение перспектив использования микродобавок молибдена для профилактики и лечения социально значимых заболеваний, а также повышения продуктивности в животноводстве.

3. Разработка на основе полученных результатов рекомендаций по применению микродобавок молибдена для профилактики эндемического зоба и тиреотоксикоза.

4. Обобщение и оценка результатов исследований, публикация полученных результатов.
Используемые в наших исследованиях подходы  и методы позволяют эффективно и с большой точностью получать данные относительно действия молибдена на организм человека и животных. Применение различных методов в исследовании морфофизиологических показателей организма позволяет дать объективную оценку динамике адаптационных механизмов в условиях недостатка и избытка молибдена.

Данные, полученные в ходе исследований, позволят предупреждать и корректировать течение таких социально-значимых заболеваний как сахарный диабет, тиреотоксикоз, эндемический зоб. Полученные результаты НИР могут быть использованы в СЭС, медицинских и реабилитационных учреждениях, эколого-природоохранных учреждениях, в агропромышленном секторе, в научно-исследовательских высших учебных заведениях.   

Краткая характеристика работы.
Предполагается получить данные динамики морфо-функциональных показателей организмов животных находящихся на загрязненных техногенными отходами территориях и в экспериментах, имитирующих условия производственных помещений. При этом планируется исследовать раздельное и сочетанное действие микроэлементов и гипоксических условий на жизненно важные органы и системы организма животных и человека (нервная, нейроэндокринная, сердечно-сосудистая, дыхательная, мышечная, выделительная, репродуктивная системы).

Характеристика ожидаемого народно-хозяйственного результата.
Данные по изучению динамики биохимических показателей крови, содержания нуклеиновых кислот, молибдена и кислорода в органах помогут врачам и ветеринарным работникам в диагностике заболеваний животных и людей, занятых в сфере добычи и переработки молибденовых руд (энтериты, диабет, гепатиты, нарушение фосфорно-кальциевого обмена, подагра и др.).

Предполагаемые результаты могут иметь важное практическое значение при лечении  эндемического зоба, вызванного дефицитом йода в биосфере. Известно, что дефицит молибдена, который отмечается в КБР, отягощает течение эндемического  зоба (Н.М. Уразаев, 1956; Л.И. Москалюк, 1972). 

Результаты исследований влияния токсических доз молибдена на морфофизиологию кишечника, поджелудочной железы и печени экспериментальных животных могут быть использованы для разработки профилактических мер, по предупреждению различных заболеваний животных и человека, вызванных избытком молибдена.

Гистоцитопатология и физиология молибденозов слабо изучены, в связи с чем, полученные данные об изменениях структуры органов, биохимических сдвигов в них и функциональных изменениях могут внести ясность в механизм развития молибденозов и адаптации организма к загрязнению молибденом окружающей среды.

Установление стимулирующего эффекта физиологических доз молибдена может принести пользу животноводству, как средство стимуляции анаболических реакций.

Результаты исследований могут быть использованы в лекционных и практических курсах для студентов биологических и медицинских факультетов.

Описание планируемых результатов

В ходе выполнения НИР ожидаются следующие результаты:

1. Концентрация молибдена в биогеоценозе в местах его добычи и переработки.
2. корреляция  содержания молибдена в среде, в пище и в организмах животных, обитающих на загрязненных территориях и в экспериментальных условиях.
3. Оптимальные концентрации  микродобавок к рациону животных для повышения анаболических процессов.
4. действие различных доз молибдена и вольфрама на кислородный статус органов и тканей организма и нарушений микроциркуляторного русла кровеносной системы при его избытке.
5. Концентрация молибдена в органах гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы и его действие на эколого-физиологическое и генетическое состояние животных, обитающих на экспериментальных участках.
6. морфофизиологические изменения желез внутренней секреции и уровня содержания гормонов в крови.
7. морфофизиологические изменения в сердечно-сосудистой системе.
8. морфофизиологические изменения в дыхательной системе.
9. морфофизиологические изменения в пищеварительной системе.
10.  морфофизиологические изменения в нервной системе.
11.  Адаптационные сдвиги в иммунной системе под действием исследуемых факторов.
12.  Разработаны рекомендации по определению уровня техногенного загрязнения горных экосистем и по использованию физиологической дозы для стимулирования работы эндокринных желез. 

Описание потенциальных потребителей научного результата

Полученные результаты НИР могут быть использованы в СЭС, медицинских и реабилитационных учреждениях, эколого-природоохранных учреждениях, в агропромышленном секторе, в научно-исследовательских высших учебных заведениях.

Глава 4 Экспериментальные и теоретические исследования 
Эксперименты проводились в четыре этапа. При этом мы руководствовались основными положениями классических работ W. Mertz (1982), E. Frieden (1984) о том, что организм проходит через несколько стадий, по мере того, как концентрация эссенциального микроэлемента увеличивается от состояния недостаточности до состояния, характеризующегося избыточным содержанием. При абсолютном дефиците наступает смерть. При ограниченном поступлении эссенциального элемента организм выживает, но появляются признаки «пограничного дефицитного состояния». С увеличением поступления вещества его содержание достигает плато. Именно это сопровождается оптимальным функционированием организма. По мере того, как изучаемое вещество начинает поступать в организм в избытке, возникает состояние «маргинальной токсичности», а затем и проявления «летальной токсичности». E.Frieden (1984) показал, что указанная тенденция в количественном отношении может варьировать существенно для каждого эссенциального элемента. W.Mertz (1982) пишет, что каждый микроэлемент имеет присущий ему диапазон безопасной экспозиции, который поддерживает оптимальные тканевые концентрации и функции. У каждого микроэлемента имеется свой токсический диапазон, когда безопасная степень его экспозиции превышена.

На первом этапе мы определяли содержание молибдена в пробах почвы, воды и растений с контрольных площадок, с территории хвостового хозяйства Тырныаузского вольфрамо-молибденового комбината (ТВМК) и Нальчикского гидрометаллургического завода (НГМЗ).

Анализу подвергался верхний слой почвы (0-20см). Каждая проба - среднее из 5проб, расположенных на расстоянии 50 м друг от друга (рисунок 1). 
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Рисунок 1 - Схема отбора проб почвы в районе отстойника НГМЗ.
Воду для анализа брали из рек протекающих рядом с хвостохранилищем НГМЗ и реки Баксан, куда стекают промывные воды с района добычи молибденовых руд и скопления техногенных отходов.

Растения для анализа собирали в тех же районах, содержание в них Мо  исследовалось по Г.Я. Ринькис (1963).

Следующий этап наших исследований посвящен изучению действия различных концентраций молибдена на морфофизиологию изучаемых органов. Определялись подпороговые, пороговые (физиологические) и токсические дозы молибдена. Для этого подбирались 7 групп животных по 20 в каждой по принципу аналогов (взрослых самцов со средним весом 200 г):

Первая группа животных (контрольная) содержалась на обычном виварном рационе 5 мл воды.

Вторая — к обычному рациону получала молибден в количестве - 0,0001 мг/кг жив. веса). 

Третья — 0,0025 мг/кг ж.в.

Четвертая — 0,0125 мг/кг ж.в.

Пятая — 0,125 мг/кг ж.в.

Шестая — 0,250 мг/кг ж.в.

Седьмая —1,25 мг/кг ж.в.

Экспериментальные животные получали указанные дозы молибдена ежедневно в течение 60 дней. Водные растворы солей молибдена                          (Na2MoO4 × 2 H2O) соответствующей концентрации готовили в пересчете на металл, вводили животным per os. в количестве 5 мл на прием.

В результате этих установочных опытов определено, что пороговая (физиологическая) доза молибдена — 0,0125 мг/кг, токсическая доза — 1,25 мг/кг живого веса. Цифровые показатели физиологической и токсической дозы молибдена относительны и зависят от содержания молибдена в основном рационе.

На следующем этапе мы изучали состояние систем органов у лесных мышей с окрестностей НГМЗ, ТВМК, а так же влияние физиологической, токсической доз и того количества молибдена, которое содержится в воде в районе загрязнений техногенными отходами ТВМК на организм экспериментальных крыс.

Были отловлены 300 лесных мышей в районе хвостохранилища НГМЗ и ТВМК, а так же 80 — на территории экологического стационара КБГУ и лесопарковой зоны г.Нальчик (контрольная группа). Животные обеих групп отбирались по принципу аналогов из общего числа отловленных. Крысы для лабораторных экспериментов в группах подбирались с учетом пола, возраста, веса, все они содержались в одинаковых условиях.

Белые лабораторные крысы, по истечении срока экспериментов и отловленные мыши декапитировали, быстро вскрывали и определяли содержание молибдена и РО2 в изучаемых органах полярографическим методом. Затем органы извлекали для дальнейших исследований соответствующими методами.

4.1 Определение молибдена в растениях, почве, воде по Г.Я. Ринькис
В калибровочную пробирку или делительную воронку на 100 мл берут в отдельности 20 мл раствора золы растений, 30-40 мл раствора почвы после разложения. К взятому раствору добавляют на каждые 10 мл объема 0,5 мл концентрированной HCl, 1 мл 1% раствора роданида калия и взбалтывают. Если раствор окрашен бледно, то на 10 мл объема добавляют 2 капли 5% раствора FeCl3. Затем на каждые 10 мл раствора добавляют I мл 10%  раствора SnCl2 и взбалтывают. Если красная окраска роданида трехвалентного железа не исчезает, добавляют дополнительное количество раствора SnCl2. После обесцвечивания на каждые 10 мл объема добавляют по 0,3-0,5 мл раствора фосфорной кислоты. Далее для концентрирования оранжевый молибден-роданидный комплекс экстрагируют изоамиловым спиртом или эфиром. Колориметрирование производятся с помощью ФЭК или визуально.

Вычисление результатов: используют формулу     
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где Х - молибден в мг на I кг образца и в г/л,

а - молибден в г/мл по совпадающему делению шкалы,

б - объем израсходованного для экстракции изоамилового спирта в мл (без учета количества спирта, растворившегося в водном растворе),

в - объем исходного раствора или вытяжки в мл,

н - навеска растений, животных материалов, почвы в граммах или объем воды, взятой для выпаривания в литрах,

г - объем исходного раствора или вытяжки в мл, взятый для определения молибдена.
4.2 Полярографический метод определения  содержания молибдена в тканях
Сущность метода заключается в получении и анализе вольтамперных характеристик поляризованного электрода, характеризующих зависимость силы тока от потенциала поляризации.

Полярографический метод анализа химических веществ был предложен Я. Гейровским в 1922 г. Поскольку этот метод позволяет весьма быстро определять содержание различных веществ в растворах, он нашел широкое применение в различных областях науки и техники. Теоретические основы широкого применения полярографического метода анализа в биологии, химии и других областях знания изложены в различных руководствах: Ю.К. Делимарский, А.В. Городынский, 1960; Я. Гейровский, Я. Кута, 1965; Е.А. Коваленко, 1966; Тейлор с соавт., 1967; И.Д. Иванов, Е.Е. Рахлеева, 1968; З. Галлюс, 1974; И. Корыта, И. Дворжак, В. Богачева, 1977; Ф.Ф. Литвин (под ред.), 1981, М.Т. Шаов, 1990, М.Т. Шаов, Е.А. Коваленко, 1993 и др.

В присутствии различных электрохимически активных веществ вольтамперные кривые полярограммы обнаруживают характерные изменения, позволяющие судить о том, какое вещество и в каком количестве содержится в исследуемом объекте. Метод обладает высокой чувствительностью, высокой разрешающей способностью и дает возможность проводить анализ на фоне других веществ (1:5000) без предварительного их разделения в очень малом объеме объекта.

Для регистрации вольтамперных кривых молибдена использовали полярограф Lp-7E, обладающий возможностью для регистрации полярограммы на бумаге. В качестве регистрирующего электрода применялся микроэлектрод из платины длиной 3 мм с заостренным кончиком (d = 2-3 мкм) для удобства введения в исследуемую плотную ткань. Электродом сравнения служила игла из нержавеющей стали. Соотношение площадей между электродами составляла                1:1000, что полностью исключает возможность поляризации электрода сравнения. Количественное определение содержания молибдена в тканях осуществлялось с помощью калибровочного графика (рисунок 2).
[image: image3.jpg]50, %

45 =

35

30 -

25 |

20 L

15 +

10 |-

0,001 0,002 0,003 0004 0,005 00/ >
A 4
d of
6 mr




Рисунок 2 - Калибровочный график.

С помощью большой серии опытов был найден следующий электрохимический режим регистрации ионов молибдена на полярографе Lp-7E:

Вид полярограммы — интегральный II степени.

Измерение-контроль — И-выхода.

Вид ячейки — 2-х электродный.

Вид поляризации — катодный. 

Амплитуда развертки — 0,5‑1 вольт/сек.

Скорость поляризации микроэлектрода — 0,3 вольта/сек.

Потенциал деполяризации — 0,75 вольта.

Начало поляризации микроэлектрода — -0,3 вольта. 

Опыты показали, что полярограф Lp-7E, в найденном нами опытным путем электрохимическом режиме, регистрирует полярограммы молибдена в плотных тканях организма животных в течение одного часа, что вполне достаточно для условий физиологического эксперимента. 

После определения содержания молибдена в органах их быстро извлекали из организма, очищали от прилежащих тканей, фиксировали в различных фиксаторах в зависимости от поставленной цели, дальше обрабатывали по соответствующей методике.

Полярографический метод применяли для определения напряжения кислорода и соединений молибдена в тканях кишечника, поджелудочной железы и печени, что может быть использован как дополнительный показатель физиологического состояния органов.

4.3 Методы окраски тканевых структур гематоксилином и эозином
Для определения влияния различных концентраций молибдена на гистоструктуру тонкого кишечника, поджелудочной железы и печени использовали метод окраски тканевых структур гематоксилином и эозином. Кусочки органов маркировали и фиксировали в 10%-ном нейтральном формалине в течение 12 часов. Затем промывали проточной водой в течение 20 часов, обезвоживали в спиртах нарастающей концентрации и заливали в парафин.

Срезы готовили санным микротомом типа МС-2 толщиной 5 мкм. Окраску срезов проводили кислым гематоксилином по Эрлиху и эозином по общепринятой методике (Лилли, 1969). Этот метод самый распространенный в гистологической практике, так как благодаря удачному сочетанию красителей позволяет получить общее представление о состоянии исследуемых органов и тканей.

4.4 Методы исследования функциональной активности тонкого кишечника по Уголеву
При изучении сорбционной способности слизистой тонкого кишечника, ферментативной активности амилазы поджелудочной железы и состояния пристеночного пищеварения при действии применяемых в опытах доз молибдена была использована вытяжка из свежей ткани поджелудочной железы. Для ее приготовления сначала готовили гомогенат из кусочков железы весом 1 г (у крыс), 0,5 г (у мышей) и соскоба 12-перстной кишки. Гомогенат разбавляли бикарбонатным буфером, содержащим 0,85% поваренной соли (рН=7,5), в соотношении 1:5. Фильтровали через четыре слоя марли и фильтрат использовали вместо поджелудочного сока. Для контрольных опытов вытяжку инактивировали путем кипячения.

Опыты по изучению влияния молибдена на «полостное» и «при​сте​ноч​ное» пищеварение проводились по общепринятой методике А.М. Уголева (1960 а, б) с использованием «живой» кишки и ТХУ-модели. Для этого кусочки тонкой кишки многократно промывали охлажденным до 3‑5°С физиологическим раствором, выворачивали и фиксировали лигатурами на стеклянной палочке и сразу же использовали для исследования «пристеночного» пищеварения в качестве «живой» кишки. Для изготовления ТХУ-моделей часть промытого кишечника опускали в 10% раствор ТХУ на 1,5‑2 часа. Обработанную кишку в течение 2 суток отмывали в многократно меняемом растворе Рингера, разрезали на кусочки 1 см2 и использовали в опытах для изучения сорбционной способности слизистой тонкого кишечника. В качестве субстрата в экспериментах использовали 1% раствор крахмала на растворе Рингера (рН=7,5). Условия в пробирке максимально приближены условиям in vivo.

Были поставлены 4 серии опытов по 25 проб в каждой.

Первая серия — контрольная. К 5 мл 1% раствора крахмала добавляли 2 мл инактивированной (кипяченой) вытяжки.

Вторая серия имитировала полостное пищеварение. К 5 мл раствора крахмала добавляли 2 мл свежей вытяжки.

В третьей серии изучали влияние «живой» кишки на гидролиз крахмала in vitro. К 5 мл раствора крахмала добавляли 2 мл свежей вытяжки и кусочек тонкой кишки.

В четвертой серии изучали сорбционные свойства слизистой тонкого кишечника. К 5 мл раствора крахмала добавляли 2 мл свежей вытяжки и кусочек ТХУ-модели кишки.

Все пробы одновременно инкубировали в течение 40 минут при температуре 38°С. Затем удаляли кусочки кишечника из пробирок третьей и четвертой серии и центрифугировали при 5000 об/мин в течение 5‑10 мин. (пока центрифугат не получался совершенно прозрачным). О степени гидролиза крахмала судили по количеству глюкозы в пробах, которое определялось поляриметрическим методом с помощью поляриметра П-161. Методика основана на том, что глюкоза в растворе вращает плоскость поляризации света вправо. При этом угол вращения плоскости поляризации пропорционален содержанию глюкозы в растворе (Л.В. Козловская, 1975).

Для анализа прозрачный центрифугат наливали в трубку поляриметра длиной 18,94 см, накрывали шлифованным стеклом, плотно завинчивали и помещали в аппарат. По интенсивности затемнения правой половины поля зрения поляриметра определяли угол отклонения поляризованного луча, что выражается в градусах шкалы прибора. Угол отклонения в 1° соответствует 1% глюкозы. Этим способом удобно определить большие концентрации глюкозы в растворе.

4.5 Методы качественного и количественного определения нуклеиновых кислот
В наших исследованиях мы использовали гистохимический метод выявления нуклеиновых кислот по Эйнарсону (Кононский, 1976) с последующим количественным анализом с применением фотоцитометрии. Для этого кусочки поджелудочной и щитовидной желез экспериментальных животных размером в 1 см3 фиксировали в жидкости Карнуа. Обезвоживание и заливку в парафин проводили по общепринятой методике. Готовили срезы толщиной 5 мкм. Срезы окрашивали галлоцианин-хромовыми квасцами при комнатной температуре в течение 48 часов. Теоретическое обоснование метода разработано Эйнарсоном 1951г. Галлоцианин — краситель оксазинового ряда. При кипячении с квасцами образуется хромовый краплак галлоцианина в виде трех комплексов: лак-катион, лак-гидроксид и лак-сульфат. Взаимодействуя с нуклеиновыми кислотами лак-катион образует солевые связи с остатками фосфорной кислоты нуклеотидов. Такой комплекс окрашен в темно-синий цвет и считается очень специфическим и стабильным. Окраска для фотоцитометрирования проводится при рН=1,64. Интенсивность окраски находится в прямой связи с концентрацией нуклеиновых кислот.

Для определения количества нуклеиновых кислот в ацинарных клетках мы применили цитофотометрический метод. Цитофотометрия основана на измерении доли ослабления светового потока, проходящего через клетку. Ослабление света вследствие поглощения его продуктами цитохимической реакции или веществами клетки называется величиной пропускания или прозрачности и обозначается буквой Т. Т — выражает в относительных единицах долю света, прошедшего через клетку:
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 где J0 — интенсивность света, падающего на клетку, а J — интенсивность проходящего света. Ослабление света называется оптической плотностью (Е) объекта. Она является математической функцией пропускания:
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Основной физический закон, на котором основывается фотометрия, это — закон Ламберта-Бера, который заключается в том, что каждый бесконечно тонкий слой внутри однородной среды поглощает определенную долю входящего в него потока излучения (параллельный пучок лучей монохроматического света), пропорциональную толщине слоя и концентрации в нем молекул поглощающего вещества. Оптическая плотность исследуемого вещества прямо пропорциональна концентрации поглощающего вещества (С), толщине объекта (d) и зависит от коэффициента поглощения света исследуемым веществом (k).
 Е = k× C × d, отсюда 
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Большое значение имеет толщина поглощающего слоя. Толщина срезов в нашем случае постоянна и равнялась 5 мкм. Она определялась прямым измерением путем последовательного соприкосновения кончика микрокатора с верхней поверхностью среза и предметным стеклом (Автандилов, 1990).

Если толщина объекта известна, то определение содержания исследуемого вещества сводится к измерению ослабления света препаратом. 
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Применение закона Ламберта-Бера к негомогенным структурам может привести к ошибкам. Поэтому размеры сечения светового луча нужно выбирать такими, чтобы не гомогенность фотометрируемого участка была невелика. При работе с МФ-4 имеется возможность автоматически перемещать луч света по препарату с направленной записью плотности по направлению движения луча, т.е. сканировать. Тогда среднее значение оптической плотности равно:
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где n — количество измерений. Для определения J0 часть срезов обрабатывали 2 М раствором HCl в течение 24 часов для экстракции нуклеиновых кислот из тиреоцитов и клеток ацинусов поджелудочной железы. Определение количества нуклеиновых кислот проводили с помощью микрофотометра МФ-4 в условных единицах. Исследования проводили за пределами максимального поглощения галлоцианинхромовых квасцов при 497 нм, так как для большинства объектов поглощение в максимуме слишком велико.

4.6 Определение содержания глюкозы в плазме крови глюкозооксидазным методом
Содержание глюкозы в плазме крови подопытных животных мы определяли глюкозооксидазным методом, утвержденным МЗМП РФ 29.04.1996 г.

Принцип метода заключается в том, что при окислении глюкозы в присутствии глюкозооксидазы образуется эквимолярное количество перекиси водорода. При участии пероксидазы в присутствии фенольного реагента перекись водорода окисляет аминосодержащий краситель в окрашенный хинолин, интенсивность окраски которого прямо пропорциональна содержанию глюкозы. Определение глюкозы проводили согласно инструкции, прилагаемой к набору реактивов. Измерения оптической плотности растворов опытной и калибровочной проб в сравнении с холостой пробой проводили с помощью КФК-2 при длине волны 510 нм в кювете с толщиной поглощающего слоя 0,5 см. Окраска стабильна в течение 30 минут. Расчет концентрации проводили по формуле
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где Еn — оптическая плотность раствора исследуемой пробы,

Еk — оптическая плотность раствора калибровочной пробы,

10,0 — содержание глюкозы в калибраторе (мМоль/л).

4.7 Определение мочевой кислоты в плазме по Мюллера-Зейферту (В.Г. Колб, 1982)
Брали 1,5 мл сыворотки крови, добавляли 1,5 мл дистиллированной воды и 1,5 мл 20% раствора ТХУ. Отстаивали 30 минут, затем центрифугировали 10 минут (2000 об/мин). К 1,5 мл центрифугата добавляли 0,75 мл насыщенного раствора соды и одну каплю раствора Фолина. Затем отстаивали 10 минут, после чего колориметрировали. Концентрацию мочевой кислоты определяли по калибровочной кривой, построенной на основании колориметрирования растворов с известным количеством мочевой кислоты.

4.8 Определение гликогена в тканях антроновым методом (seifter, dajton et al, 1950)
Этот метод основан на превращении углеводов под действием серной кислоты в дериват фурфурола и на изменении интенсивности окраски, образующейся при взаимодействии этого соединения с антроном. Измерения проводили с помощью КФК-2 при светофильтре № 9 и (=633 нм против холостой пробы. Количество гликогена определяли по калибровочной кривой, построенной на основе стандартных растворов.

4.9 Окраска жира суданом III по Дадди (Ромейс, 1954)
При изучении влияния молибдена на жировой обмен в печени мы окрашивали срезы суданом III по Дадди. Судан III по химическому составу и свойствам является диазокрасителем. Окрашивание нейтральных жиров суданом III является типичным физическим процессом. В качестве красителя применялся 0,3% раствор судана III в этиловом спирте. 

 В процессе обработки срезов судан III из худшего растворителя (этанол) экстрагировался липидами, окрашивая липиды в оранжевый цвет. Кусочки печени фиксировали в жидкости Бэкера. Срезы толщиной 10 мкм готовили на замораживающем микротоме (Ромейс, 1954).

Для определения содержания гормонов (ТТГ, Т3, Т4) в плазме крови животных пользовались методом иммуноферментного анализа (ИФА). ИФА - анализатор Codas Core, который мы использовали - автоматизированная иммуноферментная система, имеющая полностью автоматизированный процесс проведения анализа: внесение реактивов, промывка, инкубирование, фотометрирование, обработка результатов. При работе с ним необходимо пользоваться инструкцией для операторов - программой параметров тест-системы для определения ТТГ, Т3, Т4, которые введены в память Codas Core ИФА - анализатора.

4.10 Определение ТТГ
Принцип метода: «ТТГ-ИФА» является одностадийным твердофазным иммуноферментным методом, основанном на принципе "сэндвича". В методе используются высокоспецифичные (мышиные) моноклональные антитела против ТТГ. Используемые образцы, комбинированные пробы или контрольную сыворотку инкубируют в одну стадию с шариками, покрытыми антителами к ТТГ и вторыми моноклональными анти-ТТГ антителами, ковалентно связанными с пероксидазой хрена. Во время инкубации ТТГ проба реагирует одновременно с антителами на шарике и антителами конъюганта с образованием «сэндвич» - комплекса. После промывки шарики инкубируют с раствором субстрата, содержащим 5 моль тетраметилбензидин водорода. Между субстратом и анти-ТТГ антителами, связанными с пероксидазой хрена, развивается окраска, позволяющая непосредственно измерять количество связавшихся анти-ТТГ антител, конъюгированных с пероксидазой, пропорциональное концентрации ТТГ в образце. Интенсивность окраски измеряли фотометром «Roshe» EIA photometer при длине волны 450 нм (Burger, 1977). Фотометр «Roshe»  автоматически определяет концентрацию ТТГ, используя калибровочную кривую, построенную на основании стандартных образцов с известной концентрацией ТТГ (прилагается к тест-наборам). Измерения проводятся в МЕ/л.

4.11 Определение Т3
Принцип метода: «T3 – ИФА» является одностадийным, конкурентным, твердофазным иммуноферментным методом. Тест разработан на основе высокоспецифических очищенных моноклональных антител к Т3. Используемые образцы, калибровочные пробы и контрольную сыворотку инкубируют в одну стадию с шариками, полигаптеном (конъюгат Т3 с белком) и конъюгатом моноклональных анти - Т3 антител с пероксидазой хрена. Во время инкубации анти – Т3 антитела связываются либо с Т3 на шариках, либо с Т3 из образца калибровочной пробы или контрольной сыворотки. После промывки шарики инкубируют с рабочим раствором субстрата (тот же состав, что и при определении ТТГ). Развивающаяся голубая окраска находится в прямой зависимости от количества связанного анти - Т3 конъюганта пероксидазы (Sterling at all.,1977). Интенсивность окраски, образующейся в результате ферментативной реакции, оценивается при 450 нм и находится в обратной зависимости от концентрации Т3 в образце.

4.12 Определение Т4
Принцип метода: «Т4 – ИФА» является одностадийным, конкурентным, твердофазным иммуноферментным методом, с помощью которого определяют как связанную, так и свободную формы тироксина.  Исследуемые образцы, калибровочные пробы и контрольную сыворотку инкубируют в одну стадию с шариками, покрытыми ковалентно связанными с белком-носителем Т4 и конъюгантом моноклональных мышиных анти -Т4 антител с пероксидазой хрена. Во время инкубации вещества, содержащиеся в диссоциирующем буфере, высвобождают связанный Т4, который конкурирует с иммобилизированным на шарике определенным количеством Т4 за связывание с ограниченным количеством анти - Т4 антител конъюганта. После промывки шарики инкубируют с рабочим раствором субстрата. Развивающаяся окраска находится в прямой зависимости от количества связанного анти - Т4 конъюганта пероксидазы. Интенсивность окраски оценивается при 450 нм и находится в обратной зависимости от концентрации Т4 в образце (Sterlingk at all. 1971г.).

Поскольку определяемые прибором концентрации лежат в интервале от 0 до 300 нг, а в образцах концентрация гораздо больше, анализ проводили при 10 кратном разбавлении образца с последующим пересчетом.

4.13 Определение концентрации гемоглобина
Гемоглобинцианидный     метод     с     применением ацетонциангидрина.   Принцип   метода. Гемоглобин   при взаимодействии с железосинеродистым калием (красная кровяная соль) окисляется в метгемоглобин (гемоглобин), образующий с ацетонцеангидрином      окрашенный      цианметгемоглабин (гемоглобинцианит),    интенсивность    окраски    которого пропорционально концентрации гемоглобина.

Методика. Оптическую плотность опытной пробы после 10 минутного стояния измеряют, сравнивая с холостой пробой на медицинском колориметре при длине волны 500-560 нм (зеленый светофильтр) в кювете с толщиной слоя 1 см.

Холостая проба трансформирующий раствор или вода. Оптическую плотность стандартного раствора измеряют при тех же условиях, что и опытную пробу. Содержание гемоглобина рассчитывают по калибровочному графику, построенному на основании стандартного раствора гемоглобинцианида, или по формуле:

НЬ (г%) = Еоп/Ест СК 0,001

где Eon - экстинкция опытной пробы;

Ест - экстинкция стандартного раствора;

С - концентрация гемоглобина в стандартном растворе (мг%);

К - коэффициент разведения крови ;

0,001 - коэффициент для пересчета миллиграмм-процентов в грамм проценты.

Для перевода концентрации гемоглобина в единице системы СИ (ммоль/л) содержание гемоглобина в грамм процентах умножают на 0,6206.

4.14 Определения количества эритроцитов
Принцип метода. Подсчет эритроцитов в 1 мкл крови при постоянном её разведении и определенном объеме счетной камеры.

Методика. Счетная камера и специальное шлифованное покровное стекло должны быть сухими и чистыми. Шлифованное стекло притирают к камере таким образом, чтобы появились радужные кольца (только при этом условии будут соблюдены необходимая высота и объём камеры). Перед заполнением счетной камеры содержимое пробирки несколько раз перемешивают, затем концом круглой стеклянной палочки берут из пробирки, наклоняя её, каплю крови и поднося к краю шлифованного стекла камеры. Если для заполнения камеры одной капли крови недостаточно, добавляют ещё одну каплю.

После заполнения камеру оставляют на 1 минуту в состоянии покоя для оседания форменных элементов. Затем подсчитывают эритроциты при малом увеличении микроскопа (объектив- 8Х, окуляр- 10Х или 15Х) в затемнённом поле зрения (с прикрытой диафрагмой или при опущенном конденсоре) в 5 больших квадратах (расчерченных на 16 малых), расположенных по диагонали.

По правилам, подсчитывать следует эритроциты, лежащие внутри маленького квадрата, а также находящиеся на левой и верхней его линиях. Эритроциты расположенные на правой и нижней линиях квадрата не учитывают.

Расчет количества эритроцитов в 1 мкл крови определяют по следующей формуле:

Х= а  × 4000 × 200/80

Где Х- количество эритроцитов в 1 мкл;

а - количество эритроцитов в 80 малых квадратов;

80 - количество сосчитанных малых квадратов (5 16=80);

200 - степень разведения крови;

4000 - множитель, приводящий результат к объему 1 мкл крови, так как объём малого квадрата- 1/4000 мкл.

Практически количество эритроцитов, подсчитанное в 80 малых квадратах умножают на 10 000.

Для пересчета числа эритроцитов в единице системы СИ-Т (тэра) в 1л.- полученную цифру нужно умножить на 106.

4.15 Определение количества лейкоцитов в крови
Принцип метода. Подсчет лейкоцитов в 1 мкл крови при постоянном её разведении и определённом объёме счетной камеры.

Методика. Чистое и сухое шлифованное покровное стекло притирают к камере Горяева таким образом, чтобы появились радужные кольца. Кровь, разведенную в пробирке с уксусной кислотой, тщательно перемешивают и заполняют ею счетную камеру, после чего камеру оставляют на 1 мин. в состоянии покоя для оседании лейкоцитов. Затем подсчитывают лейкоциты при малом увеличении микроскопа (объектив -8Х, окуляр- 10Х или 15Х) в затемненном поле зрения ( при опущенном конденсоре или суженной диафрагме) в 100 больших квадратах, что соответствует 1600 малым (100 16).

Результаты подсчета в больших квадратах суммируют и определяют количество лейкоцитов в 1 мкл. Крови по следующей формуле:

Х= а-4000-20/1600

Где Х- количество лейкоцитов в 1 мкл;

а - количество лейкоцитов, сосчитанных в 100 больших

квадратах;

1600- количество малых квадратов;

20- разведение крови;

4000- множитель, приводящий результат к общему 1 мкл крови

исходя из объёма малого квадрата (1/4000 мкл).

Практически количество лейкоцитов, подсчитанное в 1600 малых квадратах, умножают на 50, а для перевода в единицы СИ (Г в 1л) полученную цифру нужно умножить ещё на 106.
4.16 Определение цветового показателя

Цветовой показатель выражает относительное содержание гемоглобина в одном эритроците в условных  единицах.

1. Определяют цветовой показатель, используя полученные цифры гемоглобина в единицах и количество эритроцитов в 1 мкл, по следующим формулам:

a) количества гемоглобина в единицах


удвоенные первые две цифры числа эритроцитов в 1 мкл. (если их более 1000000).


б)     Количество гемоглобина в единицах

удвоенная первая цифра числа эритроцитов в 1 мкл (если их менее 1000000)

2. Если количество гемоглобина выражено в грамм-процентах (г%), то цветовой показатель вычисляют по следующим формулам:

а)   количество гемоглобина (г%) . 3)

первые две цифры выявленного числа эритроцитов в 1 мкл (если их более 1000000)

          б)   количество гемоглобина (г%) . 3)

                 первая цифра выявленного числа эритроцитов в 1 мкл                  

                 (если их менее 1000000)

4.17 Определение аскорбиновой кислоты По Рое-Кетер
Реактивы: 

1) 2.4-динитрофинидгидрозии: 2г реактива растворить в 100 мл H2SO4 (3 ч Н2О + 1 ч концентрированной H2SO4) и профильтровать через стеклян​ный фильтр (воронка Шотга)

  2) Норит (активированный уголь обрабатывают кислотой).

К 200г норита надо добавить 1л 10%-ной HCl; нагреть до кипения и про​фильтровать через воронку Бюхлера. Гущу перенести в большую мензурку, добавить туда 1л дистиллированной воды тщательно перемешать и снова профильтровать. Повторять эту процедуру до тех пор, пока промывная вода дает отрицательную или очень слабую реакцию на ионы железа.

3) Трихлоруксусная кислота - 4%р-р

4) 85%-ная H2S04. К 100ч дистиллированной воды добавить 900мл концент​рированной H2S04 (удел., вес 1,84)

5) Раствор тиомочевины. Растворить 100 г. тиомочевины в 100 мл 50%-ного (по объему) этилового спирта.

Техника определения. В колбочке Эрленмейера наливают по 4мл фильтрата, добавляют по 1 капле 10%-ного раствора тиомочевины и по 1мл 2%-ного рас​твора 2,4-динитрофенилгидрозина. Колбочки помещают в водяную баню или термостат на З часа при 37°С или на 45 минут при 57°С. Затем колбы охлаждают и в каждую медленно из бюретки добавляют по каплям 5мл 85% H2S04. Колбы следует держать на льду и постоянно встряхивать. Очень важно не до​пускать повышения температуры растворов. Через 30 мин пробы колориметрируем используя синий фильтр. Концентрация аскор​биновой кислоты определяли по стандартной калибровочной кривой.

Принцип методики: Аскорбиновая кислота в присутствии трихлоруксусной кислоты окисляется с помощью активированного угля и образовавшаяся, а также ранее имевшаяся дегидроаскорбиновая кислота соединяясь с 2,4-динитрофенил-гидрозином образует соединение, которое под влиянием 85% H2S04 приобретает оранжево-желтую окраску со спектром поглощения при 500-550 nm и 350-380 nm. Методика основана на химических превращениях аскорбиновой кислоты. 
4.18 Выявление мякотных оболочек осмированием
Для выявления мякотных оболочек тонких нервов, например, седалищный нерв лягушки привязывают in situ нитками к подложенной под него спичке, вырезают и помещают на 24ч в 0,5%-ную осмиевую кислоту. После этого промывают около 0,5ч в дистиллированной воде, переносят на два часа в глицериновую воду и на тот же срок в глицерин; затем на предметном стекле расщепляют на волокна. Для использования годен только не сдавленный участок, лежащий между лигатурами. Под конец заключают в глицерин или желатиновый бальзам. Результат: миелин черный, осевой цилиндр светло-желтоватый; ядра, как и нейролемма (шванновская оболочка), видны отчетливо; отчетливо выступают также перехваты Ранвье.

4.19 Окраска нейросекреторных клеток альдегид-фуксином по Гомори в модификации а.л. поленова
Окраска - хромовым гемотоксилином. Фиксация - жидкость Буэна. Заливка - парафин, парафин-целлоидин.

1. Срезы окислить в течении 1мин. Смесью 1:1 0,3% H2SO4 (срезы приобретают оранжевую окраску).

2. Обесцветить в 2% растворе NaHSO4 или Na2S2 O5 . Заранее приготовить краситель. Для этого смешивают 1:1 водяной раствор гематоксилина (1% для полного растворения нагреть) и 3% раствор хромовых квасцов.

К каждому 100 куб. этой смеси прибавляют 2куб. 5% K2 Cr2O4 и 2куб. 0.5N раствора H2SO4 или 2.5% раствор H2O4.

Смесь созревает 48ч. Можно использовать, пока нет металлического блеска.

После гипосульфата промыть срезы в 2-х порциях дистиллированной воды и красить 10-15 мин. 

В случае перекраски дифференцировать в 1% растворе соленокислого спирта.

3.  Промыть в проточной воде до посинения (1.5-3ч).

4.  Сполоснуть в дистиллированной воде.

5.  Провести через две порции 96% спирта.

6.   Карбол-ксилол - 5мин. Бальзам.

4.20 Регистрация сократительной способности изучаемых мышц с помощью механотронного датчика
Датчиком, измеряющим усилия сокращения биологических объектов, является механотрон -- электронный прибор с механически управляемыми электродами (г.с. Берлин. Механотроны. Москва. Изд-во "Радио и связь", 1984). В зависимости от поставленной задачи могут быть использованы следующие типы механотронов, выпускаемых серийно на МПО МЭЛЗ: 6МХ 1Б, 6МХ ЗС, 6МХ 5С, которые обладают различной чувствительностью и жесткостью кинематической системы, состоящей из управляющего стержня, впаянного в мембрану механотрона.
В установке механотрон вмонтирован в металлический корпус, за которой он крепится к держателю микроманипулятора. С помощью последнего осуществляется горизонтальное перемещение механотрона при его установке в рабочее положение.
Механотрон соединен гибким электрическим кабелем с измерительным блоком (U 1-А или U 1-Б), включенным в описываемую установку.
Чувствительный элемент механотрона - - штырь подвижного анода может    находиться    под    напряжением    несколько    вольт    (относительно потенциала    земли).    Величина    этого    напряжения    зависит    от    вида используемой электрической схемы питания механотрона и не представляет никакой опасности для экспериментатора.
В некоторых случаях, когда штырь механотрона погружают в раствор и одновременно проводят в камере электрические измерения, принимая потенциал раствора за ноль, результаты таких измерений могут искажаться. Для того чтобы избежать подобных искажений, необходимо электрически изолировать штырь механотрона от раствора. Это можно сделать, надев на погружаемую в раствор часть механотрона наконечник из диэлектрика (например, отрезок поливиниловой трубки).
4.21 Вариационно-статистические методы
Методами вариационной статистики определяются следующие параметры:
1.  среднеарифметическая вариантов (Ма);
2.  среднеквадратическое отклонение (S);
3.  ошибка среднеарифметической (ш);
4.  надежность средней величины (tma);
5. достоверность результатов (Р). При вычислении использовались формулы:
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	где V — значение каждого члена ряда

	Z — частота встречаемости членов ряда п - общее число вариантов.
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6.   Р - определяется в зависимости от td. Если td - 2,75 (при n=25), то Р < 0,05 и полученный результат достоверен. (Г.Ф. Лакин, 1968 г.).
Глава 5 Содержание молибдена в различных компонентах экосистем
Прежде чем попасть в организм животных, молибден проходит все звенья миграционной цепи: почва – вода – растения - животные, которые тесно взаимосвязаны между собой. Принимая во внимание это обстоятельство, мы сочли необходимым определить содержание этого микроэлемента на каждом этапе его миграции в контрольных и загрязненных отходами нальчикского гидрометаллургического завода (НГМЗ) районах Кабардино-Балкарии.

Для исследования изменений химического состава среды и некоторых тканей и органов исследуемых животных под влиянием техногенного воздействия, на наш взгляд необходимо тщательно изучить фоновое содержание химических элементов в конкретных природных экосистемах, в том числе антропогенных, в условиях данного региона. Тем более, что содержание молибдена в окружающей животной среде на территории Кабардино-Балкарии изучено не достаточно. 

5.1 Фоновая концентрация молибдена в почве, воде, растениях в естественных экосистемах  окружающих  г.Нальчик (контрольная зона)
Контрольные пробы почвы, воды и растений брали в лесостепной зоне окружающей г. Нальчик. Содержание молибдена в объектах определяли радонидным методом по Ринькис. Результаты анализа приводятся в таблице 3.

Как видно на таблице 3, содержание молибдена в почве в данном районе составляет 1,14 мг/кг, РH почвы - 5,9, что достоверно меньше среднероссийских параметров.

Пробы воды для исследований мы брали из рек Нальчик, Шалушка, Кенже в естественном поясе. Содержание молибдена, как видно на таблице 3, равно в среднем 0,002(0,0001 мг/л, рН - 6,3. 

Таблица 3 - Содержание молибдена в окружающей естественной среде и загрязненных техногенными отходами обработки молибденовых руд районов КБР (n = 25).
	Вид пробы
	Количество молибдена в пробах
	

	
	Контрольная зона
	Район отстойника НГМЗ
	окрестности НГМЗ

	Почва (мг/кг)
	1,14(0,067
	287,00(4,440 

(отстойник)  p<0,001

102,10(1,030 

(30м за дамбой) p<0,001

72,00(2,70

(50м за дамбой) p<0,001
	9,01±0,32

p<0,001

	Вода (мг/л)
	0,002(0,0001
	27,00(1,150 

(водосброс трубы) p<0,001
	

	Однодольные

	Ежа сборная

(мг/кг., золы)
	1,3(0,001
	16,10(0,05  p<0,001
	3,73±0,02

p<0,001

	Двудольные

	Одуванчик (мг/кг., золы)
	2,6(0,003
	29,3(1,02  p<0,001
	5,62±0,04

p<0,001

	Клевер

(мг/кг., золы)
	4,1(0,005
	60,83(4,06  p<0,001
	18,81±0,32

p<0,001


Среднее содержание молибдена в воде по бывшему Союзу по данным В.В. Ковальского (1957), В.В. Ковальского, Г.А. Яровой (1966)  составляет 5,4-10-5 %. По данным  Г. Бакировой и др. (1990) содержание молибдена в воде в различных районах Российской Федерации составляет от 0,0004 до 0,01 мг/л.

По результатам анализов химической лаборатории Каббалккомвод за 1994 -1996 гг. в водах поверхностных водоемов КБР фоновое содержание молибдена в природных водах не превышает 0,003 мг/л. По данным этой же лаборатории и специнспекции комитета природы КБР во многих реках республики молибден не обнаружен или имеется в ничтожных количествах. В реках Терек, Малка, Урвань, Баксан (в районе Терскола), в притоках реки Баксан (Адыл-Су, Донгуз-Орун) молибден не обнаружен. В реке Баксан в районе п.Тегенекли молибден обнаружен в количестве 0,003 мг/л.

Анализируя литературные и наши данные, мы пришли к выводу, что в исследованных нами пробах воды в лесостепном поясе, содержание молибдена меньше, чем в целом по РФ.

Для изучения содержания молибдена в дикорастущих растениях мы собирали их в период цветения (июнь, июль месяцы).

Из таблицы 3 видно, что молибдена содержится в злаковых меньше (1,3(0,001 мг/кг). Двудольные накапливают значительно больше молибдена (одуванчик - 2,6(0,003мг/кг), в особенности бобовые (клевер - 4,1(0,005 мг/кг). Ряд авторов наблюдали такую же закономерности (Ковальский,1971; Бабенко и др.,1972; Власюк, 1972; Хенниг, 1976; Кабата-Пендиас и др., 1989). В литературе нет единого мнения о среднем содержании молибдена в растениях, показатели значительно расходятся. Так, А.Кабата-Пендиас и др., (1989) считают, что если в тканях растений концентрация молибдена составляет 0,03-0,15 мг/кг сухой массы, то он содержится в необходимых для нормальной жизнедеятельности количествах. Для бобовых молибдена требуется больше. По мнению авторов потребность растений в молибдене связана с молибденсодержащими ферментами и их обеспечении азотом. Как правило, растения, поглощающие NH4-N, испытывают меньшую потребность в молибдене, нежели те, которые усваивают NO3-N.

5.2 Содержание молибдена в почве, воде и растениях в районе гидрометаллургического завода и его окрестностей  
Как видно из таблицы 3, содержание молибдена в почве уменьшается по мере удаления от отстойника. В пробе со дна отстойника (0-15см поверхности дна) среднее содержание молибдена - 287,00(4,44 мг/кг. На расстоянии в 50 м от дамбы эта величина уменьшается до 72,00(2,70 мг/кг., рН = 7,8.

Исследование почвы на содержание молибдена в окрестностях НГМЗ, показало, что его концентрация существенно выше среднероссийских показателей и составляет 9,01±0,32 мг/кг.   

Эти данные показывают, что содержание молибдена в почве на территории НГМЗ и прилежащем к нему жилом районе значительно выше нормы и фона.

Накоплению молибдена в почве, на наш взгляд, способствуют особенности орографии. Горы окружают эту местность подковообразно, что может создавать застой воздушных масс содержащих выбросы производства молибдена, хотя господствующие ветры имеют юго-западное направление. Осаждению молибдена на местности могут способствовать частые туманы в этом районе. Необходимо учесть и гидрологические условия. Загрязненная местность расположена выше жилого района, в связи с чем возможен, как поверхностный, так и подземный сток воды. В результате изложенных особенностей создаются условия способствующие повышению содержания молибдена в почве, растениях и животном организме. 

Воду для анализа брали из водосбросных труб. Содержание в ней молибдена, по нашим данным, составляет 27,00(1,150 мг/л (таблица 3), что значительно превышает как фоновую концентрацию по КБР, так и средние общероссийские показатели. ПДК по Российской Федерации – 0,25 мг/л (Шицкова, 1990).

Содержание молибдена в золе исследуемых растений с территории отстойника НГМЗ показано на таблице 3. Как видно, во всех исследуемых растениях содержится молибдена значительно больше, чем в контроле (ежа сборная - 16,1(0,05, одуванчик - 29,31(1,02, клевер - 60,83(4,06 мг/кг золы). Очевидно, что антропогенное загрязнение почвы приводит к аномальному увеличению содержания молибдена в растениях. Как отмечено в обзоре литературы, некоторые авторы приводят линейную зависимость между содержанием в травах и общим резервом растворимого молибдена в почвах. Однако при поступлении молибдена в растения содержание этого элемента в почве сказывается в меньшей степени, чем кислотность почвы и наличие полуторных окислов (Каталымов,1965; Рамане и др., 1972; Кабата-Пендиас и др., 1989; Ринькис, 1972). В наших исследованиях рН почвенного раствора в местах сбора растений - 7,8. При сборе растений мы не обнаружили внешних проявлений фитотоксичности молибдена. Фитотоксичность молибдена проявляется только при очень высоких его концентрациях.

Например, по данным Хенниг (1976) признаки молибденового отравления у ячменя отмечаются при содержании его в количестве 135 мг/кг сухой массы. В то же время известно, что животные быстро реагируют на повышение молибдена в пастбищных растениях.

В условиях техногенного загрязнения уровень содержания Мо в растениях увеличивается. По данным R. Karlsson (1961) в пастбищных растениях из окрестностей металлургического завода концентрация молибдена достигала 200 мг/кг сухой массы.

Сопоставляя результаты наших исследований и литературные данные, мы пришли к выводу, что техногенные отходы Нальчикского гидрометаллургического завода приводят к существенному локальному загрязнению окружающей среды молибденом. По мере увеличения загрязнения окружающей среды молибденом, возрастает необходимость изучения его влияния на организм человека и животных, для разработки научно обоснованных профилактических мероприятий в животноводстве и здравоохранении по предупреждению молибденозов.
5.3 Содержание молибдена в органах лесных мышей и лабораторных крыс при действии различных его доз
При изучении содержания молибдена в тканях щитовидной железы, гипофиза и гипоталамуса лесных мышей мы использовали комплекс методов, позволяющих объективно установить состояние ряда морфофизиологических показателей - абсолютный вес; и индекс изучаемых органов, содержание в них молибдена, pО2, индекс Брауна. На таблице 4 приводятся вес животных, абсолютный вес щитовидной железы и ее индекс.

Таблица 4 - Масса тела, щитовидной железы и индекс органа  у лесных мышей с контрольных и загрязненных территорий.
	Группы животных
	n
	Масса животных

(г)
	Вес щитовидной железы

(мг)
	Индекс щитовидной железы

(0/00)

	1
	Контроль
	30
	24,37(0,28
	2,3(0,04
	0,09(0,001

	2
	НГМЗ
	37
	20,12(0,63
	4,5(0,03
	0,22(0,002

	3
	окрестности НГМЗ
	35
	22,01±0,16
	3,63±0,04
	0,16±0,001

	Достоверность

различий
	1-2
	-
	p<0,05
	p<0,05
	p<0,05

	
	1-3
	-
	p<0,05
	p<0,05
	p<0,05


Как видно из таблицы 4, общая масса тела животных из экспериментальной группы, в среднем (20,12(0,63г), меньше, чем контрольной (24,37(0,28 г). Разрыв по массе тела мышей из этих популяций достигает, в среднем, 4,25 г. т.е., достоверно (td = 11,5) она выше у контрольных животных. 

Данные этой же таблицы по массе щитовидной железы, показывают обратное явление, т.е. у животных экспериментальной группы (4,5(0,003 мг) она выше, чем контрольной (2,3(0,004 мг). Индекс этого органа (таблица 4) равен соответственно 0,09(0,0010/00 животных контрольной группы и 0,22(0,0020/00 у мышей с территории НГМЗ.

Масса тела животных, отловленных в окрестностях НГМЗ, в среднем, равна 22,01±0,16 г, вес щитовидной железы – 3,63±0,004 мг, индекс                                        органа – 0,16±0,001 0/00 .  

Полученные нами данные (таблица 4) указывают на гипертрофию щитовидной железы у животных c территории НГМЗ и его окрестностей.

Содержание молибдена в щитовидной железе лесных мышей с загрязненной территории НГМЗ и его окрестностей достоверно больше, чем у контрольных и составляет соответственно 43,0(0,02 мкг %, 30,21±0,92 мкг %, и 21,0(0,01 мкг % (таблица 5), что, очевидно, связано с повышенным содержанием молибдена в почве, воде и растениях в очаге загрязнения.

Таблица 5 - Содержание молибдена и рО2 в ткани щитовидной железы лесных мышей с территории НГМЗ и его окрестностей.
	Группы животных
	n
	Мо 

(мкг%)
	pO2 

(мм рт.ст.)         

	1
	Контроль
	30
	21,00(0,01
	42,0(0,70

	2
	НГМЗ
	37
	43,00(0,02
	36,0,30

	3
	окрестности НГМЗ
	35
	30,21±0,92
	38,0±0,51

	Достоверность

 различий
	1-2
	-
	p<0,001
	p<0,001

	
	1-3
	-
	p<0,001
	p<0,001


Известно, что молибден является жизненно необходимым (эссенциальным) элементом (Войнар,1960; Георгиевский и др., 1979; Авцын и др., 1991). Метаболическая роль молибдена обусловлена включением его в состав нескольких ферментов (ксантиноксидазы, альдегидоксидазы и сульфитоксидазы). По данным литературы, он влияет на активность таких ферментов, как каталаза, щелочная фосфотаза, гиалуронидаза, эластаза и другие (Войнар, 1960; Ковальский, 1963; Гойнацкий, 1990). Поэтому его избыточное поступление в организм и накопление в органах может влиять на их структуру и степень активности.

При оценке функционального состояния щитовидной железы, исходя из структуры, мы учитывали такие морфологические показатели как степень и характер пролиферации, их форму (макро, микро или их сочетание), состояние коллоида, степень его вакуолизации и состояние стромы.

5.4 Изучение влияния различных концентраций молибдена на организм животных в экспериментальных условиях
После исследования животных (лесных мышей) в естественных условиях, для изучения некоторых механизмов адаптации животных к изменениям концентрации молибдена в окружающей среде мы провели Физиологические эксперименты на белых лабораторных крысах линии "Вистар", которым в течение 60 дней добавляли в рацион различные концентрации молибдена.

По результатам наших исследований и литературным сведениям (Николаев, Ремез, 1968; годовые отчеты Каббалккомвода за 1991-1999 гг.), среднее содержание молибдена в почве, воде и растениях на территории КБP существенно ниже средних показателей РФ (Виноградов,1963; Малеванная,1963; Георгиевский и др., 1979). Поэтому, применяя микродобавки молибдена в пределах от 0,0001 до 1,250 мг/кг живого веса, в пересчете на металл, мы определяли эффект действия различных доз молибдена на различные морфофизиологические системы организма исследуемых животных. По ходу эксперимента прослеживали динамику веса животных и щитовидной железы, внешние  поведенческие реакции, частоту дыхания и сердцебиение (по ЭКГ), характер испражнений и т.д.

Концентрации молибдена в микродобавках в количестве от 0,0001 до 0,0025 мг/кг заметных изменений изучаемых показателей не вызывали, в количестве 0,0125 мг/кг оказывает значительное стимулирующее действие. Вес животных увеличивается, индекс щитовидной железы уменьшается (таблица 6). 

Таблица 6 - Динамика массы тела и щитовидной железы экспериментальных крыс при действии различных доз молибдена (n = 37).
	Группы животных / микродо​бавки Мо в мг/кг живого веса
	Масса тела

(г)
	Масса щитовидной

 же​лезы

(мг)
	Индекс щитовидной железы

(0/00)

	Контроль
	190,1(2,7
	16,2(0,2
	0,085(0,001

	1
	0,0125
	224,3(3,0*
	16,4(0,7
	0,073(0,001*

	2
	0,250
	135,9(14,1*
	32,1(1,6**
	0,236(0,003*

	3
	1,250
	107,2(10,4*
	25,3(0,4**
	0,236(0,002**


*Р(0,05

**Р(0,001

Крысы внешне здоровы, легко вырабатываются условные рефлексы, частота сердечных сокращений и дыхания в пределах нормы (таблица 7).

Молибден в количестве 0,125 мг/кг незначительно снижает вес животных, когда остальные параметры остаются без особых изменений. В количестве 0,250 мг/кг вызывает уменьшение массы животных (135,91(14,1 г) по сравнению с контролем (190,1(2,7 г) и увеличение индекса щитовидной железы с 0,085(0,001 (контроль) до 0,236(0,003 (таблица 6). Частота сердечных сокращений и дыхание учащаются, составляя 545,0(41,4 ударов/мин (контроль – 467,0(21,3 ударов/мин), и 132(5,1  (контроль - 110(1,7) дыхательных движений в минуту (таблица 7).

Таблица 7 - Динамика частоты сердечных сокращений и дыхания экспериментальных крыс при действии различных доз молибдена (n =37).
	Группы животных / микродо​бавки Мо в мг/кг живого веса
	Частота сердечных сокращений

(уд/мин.)
	Частота дыхательных движений в минуту

	Контроль
	467,0(21,3
	110,0(1,7

	0,0125
	470,0(37,2
	111,0(2,3

	0,250
	545,0(41,4
	132,0(5,1*

	1,250
	495,0(17,4*
	139,0(3,4*


*Р(0,05

**Р(0,001

Наблюдается повышение возбудимости нервной системы.

Увеличение количества молибдена в микро добавках до 1,250 мг/кг вызывает у 56 % экспериментальных животных диарею, заторможенность нервной системы. Время рефлекса у этих животных значительно увеличивается. Наблюдается взъерошенность шерстного покрова, существенное уменьшение веса животных (107,2(10,4 г) по сравнению с контролем (190,1(2,7 г) и увеличение индекса щитовидной железы с 0,085(0,001(контроль) до 0,236(0,002. 

Таким образом, из вышеизложенного видно, что пороговая доза физиологического действия молибдена применительно к условиям наших экспериментов равна 0,0125 мг/кг живого веса. 

Молибден в количестве - 1,250 мг/кг живого веса вызывает явно выраженные признаки молибденоза (резкое уменьшение веса, заторможенность, диарея и др.) и на наш взгляд является токсической дозой. 
Из анализа цифрового материала таблицы 9, можно предположить, что по мере увеличения дозы молибдена в микродобавках до некоторых пределов молибден накапливается в аденогипофизе, а напряжение кислорода незначительно падает. Это, очевидно, связано с тем, что повышенное поступление Мо в организм и его накопление способствует усиленному выведению меди с мочой (Хенниг, 1976), что тормозит синтез гемоглобина.
Таблица 8 - Динамика содержания молибдена и pO2 в ткани щитовидной железы экспериментальных крыс под действием молибдена различной концентрации (n = 37).
	Группы животных  Мо (мг/кг)
	Мо

(мкг %)
	pO2
(мм рт.ст.)

	Контрольные
	3,0(0,04
	47,3(2,0

	0,0125
	9,0(0,03*
	51,7(1,5*

	0,250
	12,0(0,10*
	43,6(1,3*

	1,250
	10,0(0,03**
	32,0(3,1*


*Р(0,05

**Р(0,001

Таблица 9 - Содержание молибдена и pO2 в аденогипофизе экспериментальных крыс при действии молибдена различной концентрации (n = 37).
	Группы животных  Мо (мг/кг)
	Мо

(мкг %)
	pO2
(мм рт. ст.)

	Контрольные
	1,3(0,03
	38,7(0,5

	0,0125
	1,6(0,01
	40,8(0,3*

	0,250
	4,7(0,06*
	35,3(0,5*

	1,250
	3,9(0,03*
	25,1(0,2**


   *Р(0,05

   **Р(0,001

Таблица 10 - Динамика содержания молибдена и кислорода в гипоталамической области крыс при действии на организм молибдена различной концентрации (n = 40).
	Группы животных  Мо (мг/кг)
	контроль
	0,0125
	0,250
	1,250

	Мо
(мкг %)
	следы
	0,6(0,01**
	1,3(0,03**
	1,7(0,08**

	рO2
(мм рт. ст.)
	35,1(0,3
	38,3(0,1**
	30,2(0,3**
	26,5(0,7**


**Р(0,001

Таблица 11 - Содержание молибдена в ткани тонкого кишечника экспериментальных крыс и лесных мышей (n=37).
	Группа животных, концентра​ция Мо в микродобавках (мг/кг)
	Содержание Мо в тканях кишечника (мкг %)

	Крысы

	Контроль
	1,5(0,1

	0,0125
	2,1(0,9

	0,0425
	3,0(0,1** 

	1,25
	2,9(0,2** 

	Мыши

	Контроль
	1,3(0,1

	с терр. НГМЗ
	2,6(0,2**


**Р(0,001

Таблица 12 - Содержание Мо и Ро2 в поджелудочной железе белых лабораторных крыс (n=30).
	Группа животных, концентрация Мо в доб. (мг/кг)
	Содержание Мо в железе (мкг %)
	Ро2 (мм рт. ст.)

	Крысы

	Контроль
	1,0(0,1
	40,0(0,9

	0,0125
	1,5(0,1** 
	48,1(1,3** 

	0, 0425
	2,0(0,2** 
	32,3(2,4** 

	1,25
	2,8(0,8** 
	30,5(1,2** 

	Мыши

	Контроль
	1,5(0,1
	43,1(0,4

	НГМЗ
	3,8(0,1** 
	33,0(0,7**


     **Р(0,001

Таблица 13 - Содержание молибдена, гликогена и кислорода в печени эксперимен​тальных крыс и лесных мышей (по n=30).
	Группа живот​ных концентра​ция Мо в доб. (мг/кг)
	Содержание Мо в печени (мкг %)
	Содержание гликогена в печени (%)
	Напряжение кислорода 

Ро2 (мм рт. ст.)

	Крысы

	Контроль
	023,0(0,1
	3,90(0,02
	52,2(0,30

	0,0125
	51,0(0,3 **
	4,50(0,012**
	54,1(0,10 **

	0,0425
	123,0(0,7**
	2,50(0,03**
	41,3(0,60**

	1,25
	92,0(0,3 **
	1,30(0,01**
	35,6(0,30**

	Мыши

	Контроль
	19,0(0,3
	4,21(0,010
	53,0(0,80

	НГМЗ
	61,0(0,2 **
	1,03(0,002**
	39,3(0,60**


**Р(0,001

Таблица 14 - Динамика содержания молибдена и аскарбиновой кислоты в надпочечниках при действии на организм молибденом (n=35).
	Группы животных, количество молибдена в рационе (мг/кг).
	Содержание молибдена в надпочечниках (мкг%).
	Содержание аскорбиновой кислоты (мг%).

	контрольная 
	0,6 ±0,01
	438±8,0

	0,0125
	1,3±0,07*
	430,0±5,5

	0, 0425
	2,7±0,03*
	319,8±10,1

	1,125
	2,8±0,05*
	403,4±5,5


*Р(0,05

Таблица 15 - Содержание молибдена и весовые показатели надпочечников лесных мышей с территории НГМЗ.
	Показатели
	Группы животных

	
	контроль
	эксперимент (НГМЗ)

	Содержание Мо

(мкг%)
	2,1(0,6
	3,5(0,1*



	Вес надпочечников

(мг)
	4,10(0,29
	5,13(0,23*




*Р<0,05
Содержание нуклеиновых кислот в нейросекреторных клетках экспериментальных животных увеличивается по сравнению с контрольными и составляет 0,83(0,003 у.e. Количество молибдена и напряжение кислорода в переднем гипоталамусе увеличиваются, соответственно 0,6(0,01 мкг% и 38,3( 0,1 мм рт.ст.

Пейве Я.В. (1972) указал, что молибден действует на реакции синтеза и ресинтеза РНК, катализируемые соответственно РНК-полимеразой и полинуклеотидфосфорилазой. Считается, что он взаимодействует с фосфором нуклеотидов, сдвигая при этом равновесие в сторону синтеза РНК, стимулирует синтез аминокислот и белков. По данным П.А. Власюк (1972) молибден повышает активность АТФ-азы в митохондриях, содержание нуклеиновых кислот в клетках и снижает активность РНК-азы. И.А. Венчиков (1974) указывает, что микроэлементы, в том числе и молибден, повышают уровень энергетических процессов в организме животных.

Эти литературные данные и наши исследования позволяют полагать, что микродобавки молибдена в количестве 0,0125 мг/кг возмещают дефицит молибдена в продуктах местного происхождения, доводят его содержание в организме до оптимального уровня, необходимого для нормального протекания таких биохимических процессов как синтез и распад РНК, биосинтез белков и АТФ. Свое действие на эти процессы молибден, видимо, оказывает через нейроэндокринную и ферментативные системы.
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Рисунок 3 - Сводная диаграмма содержания молибдена в различных органах экспериментальных животных в зависимости от исследуемых доз Мо.
Динамика содержания молибдена в различных органах животных отражена в сводной диаграмме на рисунке 3.  
Заключение
Значение естественной геохимической среды для развития организмов и эволюции жизни определяется использованием организмами многих химических элементов с их специфическими свойствами в процессах обмена веществ и вхождением их в состав ряда биологически активных соединений. 

 Всевозрастающее загрязнение окружающей среды производственными отходами приводит к накоплению в биосфере большого количества микроэлементов технического генеза, которые включаются в звенья неразрывной единой миграционной цепи. Длительное диспропорциональное поступление в организм микроэлементов является фактором активации, либо ингибирования ферментов. В конечном счете, когда защитно-адаптационные возможности организма исчерпаны, это обуславливает дезорганизацию биохимических процессов. И, даже когда возникающие при этом патохимические процессы не приводят к формированию какого-либо эндемического заболевания, они могут способствовать снижению реактивной способности организма и, таким образом, создавать фон для развития того или иного заболевания (Бабенко, 1974). В таких случаях происходит нарушение функций или срыв их, возникают дисфункции, аномалии развития и обмена веществ. Так, по данным В.В. Ковальского (1957, 1974), Г.Я. Яровой (1962) и В.В. Ковальского, Г.Я. Яровой (1966), повышенное поступление молибдена с водой и пищей у людей, проживающих в Анкованской молибденовой провинции (Армения), обуславливает возникновение эндемической подагры, которая охватывает 38% взрослого населения.

Для выяснения сложных механизмов приспособления организмов к геохимической среде необходимо раскрыть общие закономерности действия на организм различных концентрации микроэлементов. Уровень синтеза ферментов и других биологически активных соединений в организме, обеспечивающий нормальное протекание физиологических процессов, наблюдается только в определенных пределах концентрации и соотношении в среде и в организме. Регулирующие системы организма (депонирование, выделительная, барьерная, синтеза биологически активных веществ) не могут нормально функционировать при концентрации микроэлементов выше или ниже этих пределов (Ковальский, 1963; Mertz, 1982; Frieden, 1984).

Обращает на себя внимание тот факт, что на недостаток молибдена в КБР накладывается дефицит йода и обусловленная этим зобная эндемия. В литературе встречаются сведения о том, что дефицит молибдена в пище отягощает течение эндемического зоба (Уразаев, 1956; Москалюк, 1972; Green, Beinert, 1953; Hermodsson, 1965; Black, Webster, 1973). В то же время в республике имеются районы с повышенным содержанием ряда элементов (Mo, W, Cu, Pb), которые представляют собой составляющие отходов производства. Это территории близ ТВМК и НГМЗ.

При исследовании изменений химического состава среды и организма животных под влиянием техногенного загрязнения мы обнаружили значительное превышение количества молибдена в них по сравнению с контролем. В почве молибден содержится в количестве в 100-200 раз превышающем контроль, в воде почти 1000 раз, в растениях в 12-15 раз, в органах животных 2,5 раза. Обращает на себя внимание то, что антропогенное загрязнение почвы приводит к аномальному увеличению содержания Мо в растениях. 

В животный организм молибден поступает с пищей и водой. Молибден является составной частью пятнадцати ферментов, три из которых встречаются в животном организме (ксантиноксидаза, сульфитоксидаза и альдегидоксидаза). И активность зависит от обеспеченности организма молибденом.

Молибден влияет не только на молибденсодержащие ферменты, но и на ряд других (Страхов, 1980; Гойнацкий, 1990; Виноградова и др., 1995; Сох, 1960; Capilna, 1963), для которых он является либо активатором, либо ингибитором. 

У 57% отловленных лесных мышей с территории НГМЗ при микроскопировании срезов щитовидной железы мы обнаружили структурные изменения различного характера. У одних особей диффузная гиперплазия тиреоидного эпителия с формированием паренхиматозного зоба. При этом часто наблюдается лимфоидная инфильтрация паренхимы  железы. У других наблюдаются изменения, характерные для макрофолликулярного зоба. В центральной части таких желез наблюдаются дегенеративные склеротические явления. Встречаются также очаги некроза, где отмечаются характерные изменения (пикноз ядер, кариорексис и кариолизис).

В результате гиперплазии тиреоидного эпителия происходит формирование сосочковой структуры фолликула, что говорит о повышении функциональной активности щитовидной железы.

Нередко встречались срезы щитовидной железы лесных мышей с загрязненных территорий, где имеются микро- и макрофолликулы, что напоминает картину смешанного зоба. Со стороны сосудистой системы также наблюдались изменения различного рода. У животных этой группы наблюдалось неравномерное кровенаполнение органа, кровеносные сосуды расширены. Наблюдается разрыхление стенок сосудов.

При анализе микропрепаратов гипофиза мышей с территории НГМЗ отмечается увеличение числа базофилов, вырабатывающих ТТГ, наблюдается также снижение числа хромофобных клеток.

В передних ядрах гипоталамуса (PV, SO) наблюдаются структурные изменения, указывающие на некоторое повышение его функциональной активности. Большинство клеток PV ядер находится на стадии активной секреции. Они содержат светлое крупное ядро с хорошо выраженным ядрышком, светлую цитоплазму и незначительный тигроид. В связи с этим повышается выработка тиреолиберина, что говорит о дисбалансе гормонов гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы.

Ряд специалистов в области геохимической экологии (Ковальский, 1971 и др.) считают одной из важнейших задач определение границ концентраций химических элементов в почвах, кормовых растениях, пищевых рационах, в пределах которых обеспечивается возможность нормального развития и жизни живых организмов, а также определение пороговых концентраций, при которых нарушается течение жизненных процессов.

В связи с тем, что в биосфере Кабардино-Балкарии наблюдается дефицит молибдена, а в районах добычи и переработки молибденовых руд – его избыток, определение пороговых концентраций молибдена в различных средах в условиях КБР весьма актуально. В наших экспериментах белые лабораторные крысы в составе суточного рациона получали молибдена 0,0125 мг/кг живого веса, что ниже нормы. 
Микродобавки молибдена в количестве 0,0125 мг/кг возмещает дефицит молибдена в рационе, состоящем из продуктов местного происхождения, доводит его содержание в организме до плато и стимулирует нейроэндокринную систему и обмен веществ.

У животных, получавших 0,250 мг/кг молибдена в сутки, отмечаются изменения поведения, возбужденность, агрессивность, усиленная двигательная активность.

Гистологическое изучение срезов щитовидной железы крыс этой группы показало, что орган находится в состоянии функционального напряжения. Использование 0,250 мг/кг молибдена в качестве микродобавки приводит к изменениям в щитовидной железе, схожими с изменениями при токсическом зобе (по микрофолликулярному и смешанному типу). 
В гипоталамусе крыс под действием дозы 0,250 мг/кг наблюдается доминирование нейросекреторных клеток на стадии синтеза и секреции. В органах гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы происходит накопление молибдена: в щитовидной железе – 12,0 мкг%; в гипофизе – 4,7 мкг%; в гипоталамусе – 1,3 мкг%.

По мере повышения содержания молибдена в организме экспериментальных животных меняется внешний вид животных и поведенческие реакции, наблюдаются нарушение опорно-двигательного аппарата, заторможенность, значительное уменьшение массы и диарея, его повреждающее действие на нейроэндокринную систему усиливается. Наблюдаются очаги некроза, кровоизлияния, десквамация тиреоцитов. Снижаются и физиологические показатели щитовидной железы.

В гипофизе отмечаются дегенеративные и некротические изменения, нарушение кровообращения в микроциркуляторном русле.

В ядрах переднего гипоталамуса размеры нейросекреторных клеток уменьшаются. Наблюдается депонирование нейросекрета, много дегенерирующих клеток и значительные изменения нейроглии.

Итак, в ходе выполнения проекта исследовано распределение концентрации молибдена в биосфере Кабардино-балкарской республики. Изучено содержание молибдена в почве, воде и растениях контрольных и загрязненных техногенными отходами добычи и переработки молибдена зонах КБР. Выявлено содержание молибдена в органах животных обитающих в естественных и экспериментальных условиях. 
Получены новые данные о концентрации молибдена в объектах живой природы, воде и почве в местах локального техногенного загрязнения отходами добычи и переработки молибденсодержащих руд. Обнаружено многократное превышение фоновых концентраций и ПДК по молибдену в местах его добычи и переработки. В лесопарковой зоне, используемой нами в качестве контрольной площадки, наблюдается дефицит молибдена в среде. 

При анализе полученных результатов обнаружена корреляция содержания молибдена в органах животных с его концентрацией в объектах окружающей среды (почва, вода, растения).  Наблюдается повышение содержания молибдена в исследуемых органах при его повышении в окружающей среде, что существенно влияет на морфофизиологическое состояние тканей и органов животных.
Дальнейшие исследования позволят изучить механизмы воздействия различных концентраций молибдена на адаптационные процессы, и выявить стимулирующие концентрации этого микроэлемента.
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