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МОЛИБДЕН, МАКРОЭЛЕМЕНТЫ, АКТИВНОСТЬ КСАНТИНОКСИДАЗЫ, МЕХАНОТРОН, НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ, ГИСТОЦИТОПАТОЛОГИЯ, КОНЦЕНТРАЦИЯ МИКРОДОБАВОК МОЛИБДЕНА, ЛЕЙКОЦИТЫ, ГЕМОГЛОБИНЦИАНИДНЫЙ МЕТОД, ГЛИКОГЕН.
В отчете представлены результаты исследований, выполненных по 3 этапу Государственного контракта № П710 «Исследование влияния молибдена на морфофункциональные показатели систем жизнеобеспечения организма человека и животных» (шифр «НК-124П») от 12 августа 2009 по направлению «Биомедицинские и ветеринарные технологии жизнеобеспечения и защиты человека и животных» в рамках мероприятия 1.2.2 «Проведение научных исследований научными группами под руководством кандидатов наук», мероприятия 1.2 «Проведение научных исследований научными группами под руководством докторов наук и кандидатов наук», направления 1 «Стимулирование закрепления молодежи в сфере науки, образования и высоких технологий» федеральной целевой программы «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009-2013 годы.

Цель 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. 

Решаемые задачи: 

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

5. Проведен аналитический обзор теоретических и экспериментальных работ по поставленному кругу задач. 

В качестве объекта исследования нами выбрана  лесная мышь. Этот вид соответствует требованиям, предъявляемым к видам-биоиндикаторам. Для лабораторных экспериментов использовались крысы линии "Вистар".

Для выполнения НИР использовался ряд современных методов исследования обеспечивающих соблюдение положений биоэтики, высокую достоверность, точность и репрезентативность получаемых результатов: 

1. изготовление и окраска гистологических срезов гематоксилином и эозином и их микрометрирования;

2. окраска нуклеиновых кислот по Эйнарсону и определение их количественного содержания с помощью фотоцитометрии;

3. окраска нейросекреторных гранул в гистологических срезах;

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.
Все данные обрабатывались с помощью математических, статистических методов. Объективность полученных результатов обеспечивается тем, что одновременно проводились физиологические, морфологические, биохимические и математико-статистические исследования в полной мере отражающие адаптационные сдвиги в организме подопытных животных. В доступной литературе не встречается исследований подобной полноты, чаще всего исследовался один орган (параметр) каким-либо одним методом. 

При проведении НИР в рамках выполнения условий госконтракта нами использовались в каждом исследовании полярографические, спектрографические, биохимические, иммуноферментные, гистологические, электрофизиологические и математические методы обработки экспериментального материала.

Исследования естественных и техногенных биогеохимических провинций РФ, направленные на изучение содержания микроэлементов и их влияния на организм животных, за исключением йода, практически отсутствуют. Полученные нами данные существенно восполняют данный пробел.

Нами обнаружено, что основным путем реализации биотической активности микроэлементов в тканях организмов является их участие в ферментативных процессах. Что нашло подтверждение в результатах ряда других исследователей. 

Под действием малых доз молибдена отмечается увеличение потребления кислорода и повышение активности сукцинатдегидрогеназы и цитохромоксидазы в тканях животных. При увеличении дозировок этот эффект снижается или пропадает. Наши экспериментальные данные по выявлению динамики напряжения кислорода в тканях и жидких средах организма в целом подтверждают и дополняют существующие современные представления о протекании окислительно-восстановительных реакций в энергетических циклах организма.

Исходя из результатов наших экспериментов по изучению влияния молибдена на исследуемые органы и литературных данных можно полагать, что нами обнаружена стимулирующая доза оказывающая положительное действие на обменные процессы в организме экспериментальных крыс.

По данным ряда авторов молибден в биотических дозировках повышает фагоцитарную активность лейкоцитов, титр комплемента, образование агглютининов, что также подтверждается нашими исследованиями.

В наших экспериментах белые лабораторные крысы в составе суточного рациона получали стимулирующую дозу молибдена, при этом со стороны щитовидной железы отмечается повышение функциональной активности. Увеличивается высота тиреоцитов, коллоид бледно окрашен, много резорбционных вакуолей. Количество нуклеиновых кислот в тиреоцитах повышается по сравнению с контролем, что указывает на повышение биосинтеза тиреоглобулина. В плазме крови наблюдается увеличение количества Т3 и Т4 в пределах нормы. Содержание молибдена в органе составляет 9,0 мкг%.

Аденогипофиз находится в состоянии нормы. В ядрах переднего гипоталамуса обнаруживается увеличение количества гипертрофированных «светлых» клеток, находящихся на стадии секреции. 

Видимо, концентрация 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.

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.

Разработанная тема НИР позволила организовать и выполнить ряд новых комплексных медико-биологических, фундаментальных и прикладных исследований направленных на изучение влияния на человека и животных  молибдена природного и антропогенного происхождения и использование их результатов для разработки научных основ создания эффективной системы жизнеобеспечения, направленной на сохранение здоровья и высокой работоспособности в условиях техногенного загрязнения окружающей среды.

Получение данных по динамике биохимических показателей крови, содержанию молибдена, кислорода и биологически активных веществ в органах и тканях которые помогут врачам и ветеринарным работникам в диагностике, профилактике и лечении заболеваний животных и людей, занятых в сфере добычи и переработки молибденовых руд (энтериты, диабет, гепатиты, нарушение фосфорно-кальциевого обмена, подагра и др.), а также проживающих на территориях с избытком или недостатком этого микроэлемента в среде.

Данные, полученные в ходе исследований, позволят разработать метод предупреждения и корректировки течения таких социально-значимых заболеваний как тиреотоксикоз, эндемический зоб, вызванный дефицитом йода в биосфере который отмечается на территориях ряда биогеохимических провинций РФ, сахарный диабет за счет доведения количества молибдена в организме до оптимального уровня и оптимизации обмена веществ. Физиологические дозы молибдена компенсируют недостаток йода в среде, что облегчает течение заболеваний связанных с дисфункцией щитовидной железы. 

Результаты исследований влияния молибдена на морфофизиологию органов экспериментальных животных могут быть использованы для разработки профилактических мер, по предупреждению различных заболеваний животных и человека, вызванных как избытком, так и недостатком молибдена наблюдаемых в ряде регионов РФ.

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

На основании раскрытых механизмов адаптационных сдвигов на различных уровнях организации животного организма, возможна разработка новых, более эффективных медицинских препаратов и биологически активных добавок.

Установление стимулирующего эффекта физиологических доз молибдена может принести пользу в сельском хозяйстве, как средство стимуляции анаболических реакций позволяющее снизить затраты и повысить продуктивность в животноводстве, птицеводстве и ряде других отраслей.

Результаты проведенных нами теоретических и экспериментальных НИР по изучению действия различных доз молибдена на функциональный статус органов и тканей организма, могут быть использованы в лекционных и практических курсах для студентов биологических, химических, медицинских, фармакологических, зоотехнических и ветеринарных факультетов.

Полученные результаты НИР могут быть использованы при создании научно-образовательных курсов для обучения и повышения квалификации научных сотрудников, аспирантов, работников здравоохранения, СЭС, ветеринарных врачей и зоотехников. В результате использования данных НИР повысится научная обоснованность актуальных знаний и методов исследования студентов и практикующих специалистов, что обеспечит разработку научных основ создания эффективной системы жизнеобеспечения людей и животных, направленной на сохранение здоровья и высокой работоспособности в на территории  био-, геохимических провинций с недостатком (природного типа) или избытком (техногенного типа) молибдена в окружающей среде. Итак, низкие дозы молибдена, дополняя его дефицит в основном рационе, благоприятно действуют на организм животных, повышая функциональную активность нейроэндокринной системы. Высокие дозы вызывают нарушения структуры и функции гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы различной степени в прямой зависимости от содержания молибдена в пище.
Использование различных современных методов исследования позволило разносторонне осветить морфофизиологические сдвиги в организме при действии исследуемого фактора, в связи с чем, полученные в результате проведенных НИР данные соответствуют, дополняют, расширяют и углубляют знания в области исследования действия молибдена на животные организмы. 
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Введение

Недостаток или избыток в среде или в рационе тех или иных элементов тормозит определенные химические процессы в организме. Следовательно, уровень синтеза ферментов и других биологически активных соединений в организме, обеспечивающий нормальное протекание физиологических процессов, наблюдается только в определенных пределах концентраций и соотношений в среде и в организме микроэлементов.
Загрязнение окружающей среды приводит к тому, что существующие биологические виды, включая человека, подвергаются воздействию факторов различной физико-химической и биологической природы, многие из которых обладают мутагенными и канцерогенными свойствами [1, 2, 3]. Особую остроту эта проблема приобрела в последние годы, отражая реальные условия существования организмов в окружающей среде при воздействии факторов, свойственных тем или иным регионам РФ [4]. Перед учеными самых различных специальностей выдвигается целый ряд сложных первоочередных задач по изучению механизмов адаптационных сдвигов в живом организме. 
Основная цель работы – организация и выполнение комплексных эколого-физиологических, биологических 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.
Избыток или недостаток их в пище существенно влияет на ход биохимических реакций в организме. 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 [5, 6, 7, 8,  9] 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.

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 [10, 11].

С увеличением поступления эссенциального вещества его содержание в организме достигает плато. Именно это сопровождается оптимальным функционированием организма. При поступлении в избытке, сперва возникает состояние «маргинальной токсичности», а затем и проявления «летальной токсичности». Данная тенденция в количественном отношении может существенно варьировать для каждого эссенциального элемента. Каждый элемент имеет присущий ему диапазон безопасной экспозиции, который поддерживает гомеостаз в организме. Поскольку микроэлементы входят в состав ряда гормонов, важнейших ферментных систем, повышение или снижение их содержания относительно нормы в окружающей среде и в самом организме, существенно отражается на метаболизме клеток, тканей, органов и в целом организма.

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. В формировании реакций животных на природные и антропогенные факторы наряду с нервной системой большое значение имеет система желез внутренней секреции. Они функционально связаны с гипоталамусом и гипофизом, образуя единую нейроэндокринную систему [12, 13, 14, 15, 16, 17].

Значение этого комплекса состоит в координации и интеграции нервных и гуморальных регуляторных механизмов, чем обеспечивается единство организма и сохранение или восстановление гомеостаза. 

В представленной работе приводятся результаты наших исследований  изучаемых органов и систем на примере лесной мыши обитающей на территории НГМЗ, как самого многочисленного и наиболее пластичного в разнообразных экологических условиях из отряда грызунов и белых лабораторных крыс линии «Вистар». 

Глава 1 Аннотированная справка по научным результатам НИР, полученным на I этапе
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 [18, 19]. 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 I90-200г).

Исследована динамика содержания молибдена в органах лесных мышей с окрестностей НГМЗ, ТВМК. Влияние физиологической, токсической доз и того количества молибдена, которое содержится в воде в районе загрязнений техногенными отходами ТВМК на организм экспериментальных крыс.

Установлены корреляционные связи между содержанием молибдена в среде, в пище и его содержанием в организмах животных, обитающих на загрязненных территориях и в условиях экспериментов получавших избыток молибдена.

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.
Решаемые задачи: 

1. 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
2. Исследовать содержание молибдена в органах лесных мышей с окрестностей НГМЗ, ТВМК и экспериментальных крыс получавших различные дозы молибдена.

3. Установить корреляционные связи между содержанием молибдена в среде, в пище и в организмах животных, обитающих на загрязненных территориях и в условиях экспериментов получавших избыток молибдена.

Анализу подвергался верхний слой почвы (0-20см). Каждая проба - среднее из 5 проб, расположенных на расстоянии 50м друг от друга. 

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, а также Нальчик, Шалушка, Кенже (контроль).

Растения для анализа собирали в тех же районах где отлавливались мыши и брались пробы почвы и воды.

Для выполнения исследований было отловлено 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.

Содержание молибдена в растениях, почве, воде исследовалось радонидным методом по Г.Я. Ринькис [20] и полярографическим методом при исследований органов [21]. Полярографический метод также применяли и для определения напряжения кислорода в тканях. 

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

1. изготовление и окраска гистологических срезов гематоксилином и эозином [22] и их микрометрирования по Автандилову Г.Г. [23];

2. окраска нуклеиновых кислот по Эйнарсону [24] и определение их количественного содержания с помощью фотоцитометрии [25];

3. окраска нейросекреторных гранул в гистологических срезах по Поленову А.Л. [12].

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.

В первую очередь была выявлена фоновая концентрация молибдена в почве, воде, растениях в естественных экосистемах  окружающих г. Нальчик (контрольная зона).
Анализ контрольных проб показал, содержание молибдена в почве составляет 1,14 мг/кг. 

Воду для анализа брали из рек: Нальчик, Шалушка, Кенже (контроль) и водосбросных труб. Содержание молибдена в контрольных пробах равно, в среднем, 0,002±0,0001 мг/л, pH – 6,3.

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

Из полученных данных 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).
В следующей серии экспериментов определяли содержание молибдена в почве, воде и растениях в районе гидрометаллургического завода и его окрестностей  
Содержание молибдена в почве уменьшается по мере удаления от отстойника. В пробе со дна отстойника (0-15см поверхности дна) содержание молибдена в среднем - 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 жилом районе (окрестности 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 (контроль - 1,14(0,067 мг/кг).

В загрязненной зоне содержание Мо в воде, по нашим данным, составляет 27,00(1,150 мг/л, что значительно превышает как фоновую концентрацию по КБР, так и средние общероссийские показатели. По данным А.П. Шицковой [26] ПДК по Российской Федерации – 0,25 мг/л.

В образцах растений собранных нами в районе НГМЗ, содержится молибдена значительно больше, чем в контроле (ежа сборная - 16,10(0,05, одуванчик - 29,30(1,02, клевер - 60,83(4,06 мг/кг золы). Очевидно, что антропогенное загрязнение почвы приводит к аномальному увеличению содержания молибдена в растениях.
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.
Глава 2 Аннотированная справка по научным результатам НИР, полученным на II этапе

Настоящая научно-исследовательской работа проведена на основе ранее принятого направления исследований и способов решения поставленных задач, а так же разработанной общей методики проведения исследований. Проведен аналитический обзор теоретических и экспериментальных работ по исследуемой проблеме. 
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.
Решаемые задачи: 

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.
В качестве объекта исследования нами выбрана лесная мышь. Этот вид соответствует требованиям, предъявляемым к видам-биоиндикаторам. Отлов мышей производился стандартными живоловками в летний период. Для выполнения исследований было отловлено 135 лесных мышей в районе хвостохранилища НГМЗ и ТВМК, а так же 60 — на территории экологического стационара КБГУ и лесопарковой зоны г. Нальчик (контрольная группа). Для исследований подбирались особи по принципу аналогов (половозрелые самцы, весом 19-24г.). Животные всех групп отбирались по принципу аналогов из общего числа отловленных.
Крысы линии «Вистар» для лабораторных экспериментов в группах подбирались с учетом пола, возраста, веса, все они содержались в одинаковых условиях (половозрелые самцы, весом 190-200г).

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.

Полярографический метод применяли для определения коцентрации молибдена и напряжения кислорода в тканях. 

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

1. изготовление и окраска гистологических срезов гематоксилином и эозином и их микрометрирования;

2. окраска нуклеиновых кислот по Эйнарсону и определение их количественного содержания с помощью фотоцитометрии;

3. окраска нейросекреторных гранул в гистологических срезах;
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.
У лесных мышей отловленных с территории НГМЗ в 57% случаев, 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).

Достаточно часто 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 отмечено неравномерное кровенаполнение органа, кровеносные сосуды расширены. Наблюдается разрыхление стенок сосудов.

В плазме крови у лесных мышей с загрязненных территорий повышен уровень гормонов Т3 , Т4 и ТТГ по сравнению с контролем. Такое нарушение отрицательной обратной связи объясняется нарушением тиреотропной функции гипофиза, который, очевидно, выходит из-под контроля регулирующих факторов. 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.

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 в сутки, что оказывает стимулирующее действие на организм. Со стороны щитовидной железы отмечается повышение функциональной активности. Увеличивается высота тиреоцитов, коллоид бледно окрашен, много резорбционных вакуолей. Количество нуклеиновых кислот в тиреоцитах повышается по сравнению с контролем и составляет 0,130±0,003 у.е., что указывает на повышение биосинтеза тиреоглобулина. В плазме крови наблюдается увеличение количества Т3 и Т4 в пределах нормы. Содержание молибдена в органе составляет 9,0 мкг%.

Аденогипофиз находится в состоянии нормы. В ядрах переднего гипоталамуса обнаруживается увеличение количества гипертрофированных «светлых» клеток, находящихся на стадии секреции. 

Видимо, концентрация 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). Содержание гормонов в плазме крови составляет Т3 – 11,4±0,03 нг/мл, Т4 – 1546,4±53,3 мМЕ/л, ТТГ –11,8±0,07 мМЕ/л. Соотношение гормонов говорит о нарушении принципа обратной связи.

В аденогипофизе наблюдается увеличение базофильных тиреотрофов.

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, низкие дозы молибдена, дополняя его дефицит в основном рационе, благоприятно действуют на организм животных, повышая функциональную активность нейроэндокринной системы. Высокие дозы вызывают нарушения структуры и функции гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы различной степени в прямой зависимости от содержания молибдена в пище. 

Таким образом, в результате проведенных нами теоретических и экспериментальных НИР, изучено действие различных доз молибдена на кислородный статус органов и тканей животного организма в связи с эссенциальными свойствами молибдена, а также определена концентрация молибдена в органах гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы и его влияние на физиологическое состояние экспериментальных животных с контрольных площадок, с территории хвостового хозяйства Тырныаузского вольфрамо-молибденового комбината (ТВМК) и Нальчикского гидрометаллургического завода (НГМЗ).

Глава 3 Аналитический отчет о проведении теоретических и экспериментальных исследований
Молибден в окружающей среде и пути его миграции.

Почва, 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 - растениями, а состав последних зависит от состава атмосферы, почвы и почвенных вод.

Учение о связях между химическим элементарным составом организма и химическим составом земной коры было разработано академиком В.И. Вернадским [27, 28], основателем науки биогеохимии. Он впервые показал планетарную роль живого вещества в геохимических процессах, теснейшим образом связал их с эволюцией всего органического мира. 

«Автономного организма вне связи с земной корой в природе не существует. Он нераздельно связан с механизмом земной коры и должен изучаться в тесной связи с последним» [28]. C 1922 года научные интересы В.И. Вернадского сконцентрировались на проблеме связей живых организмов с различными химическими элементами и особенно элементами, содержащимися в живых организмах в виде «следов». Этим следовым элементам или микроэлементам он придавал огромное значение в жизненных процессах как нормального, так и больного организма.

Один из ближайших учеников В.И. Вернадского — академик А.П. Ви​ноградов в течение многих лет исследовал элементарный состав различных видов животных, а также среды их обитания и пришел к заключению, что концентрация элементов в живом веществе прямо пропорциональна содержанию их в среде обитания с учетом растворимости их соединений [29]. А.П. Виноградов создал учение о биогеохимических провинциях. Согласно его концепции, 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 [29, 30].

На территории бывшего СССР выделены биогеохимические провинции с избыточным или недостаточным содержанием в биосфере J, Co, Cu, Nj, Pb, Mo, Zn и др. [31, 32, 33, 34]. В соответствии с современной классификации по генезису выделяют несколько типов биогеохимических провин​ций: природные, природно-техногенные, техногенные [8].

Все живые существа на 99% состоят из 12 наиболее распространенных элементов, содержащихся в концентрации 1. 10-2% 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 человека, 15 признаны эссенциальными (Fe, J, Zn, Cu, Co, Cr, Mo, Ni, V, Se, Mn, As, F, Si, Li), а некоторые (Cd, Pb, Sn) являются потенциально эссенциальными. Прочное место среди микроэлементов занимает молибден. Он широко распространен во внешней среде и является постоянным элементом растительных и животных организмов.

Содержание молибдена в земной коре составляет 0,001 вес.%. Всего насчитывается около двадцати минералов молибдена. Среди них наиболее популярны молибденит (MoS2), повеллит (СaMoO4), вульфенит (PbMoO4), ферромолибдат [Fe(MoO4)3. 7 H2O ] и др. [35]. Изверженные породы в среднем содержат 1,5, сланцы — 2,6, песчаники — 0,2 и известняки — 0,4 мг/кг молибдена. Почвы, образовавшиеся в результате выветривания девонских сланцев, диабазные, гранитные и болотные почвы, как правило, богаты молибденом [36].

Содержание молибдена в почвах на территории бывшего СССР значительно колеблется. Валовой молибден в различных почвах, по данным ряда авторов [37, 38, 39, 40, 41, 42, 43], равен от 0,5 до 12 мг/кг.

На общее содержание молибдена в почвах оказывает влияние их механический состав. Легкие по механическому составу дерново-подзолистые, песчаные и супесчаные почвы содержат молибдена меньше, чем глинистые и суглинистые. Дерново-карбонатные почвы нечерноземной зоны, а также серые лесные, черноземы, каштановые содержат больше молибдена. Среди торфяных почв встречаются отдельные низинные торфяники с содержанием молибдена до 7,5 мг/кг. Сравнительно высокое содержание молибдена в почвах наблюдается в областях месторождений молибдена (от 4·10-4% и выше), а также в почвах тундры — 1,2·10-3% [39].

З.Н. Ахмедова [44], 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. Валовый молибден составляет 2,2-4,1 мг/кг. По данным Д.Р. Шиндлер и др. [45] содержание молибдена в почвообразующих породах Южной Якутии составляет от 0,6 до 1,1 мг/кг (62% проанализированных проб), а подвижная форма молибдена в почвах - 0,15(0,02 мг/кг.

По данным В.В. Ковальского [46], Г.Я. Яровой [33], Л.Н. Пятницкой [47] на территории Армении обнаружены и исследованы биогеохимические провинции с повышенным содержанием молибдена и выявлено заболевание жителей эндемической подагрой. В Закарпатье, Татарии и Приморском крае выявлены провинции с пониженным содержанием молибдена.

О.В. Николаев, А.М. Ремез [48] во всех исследованных пробах почвы КБР обнаружили молибден только в 9% и в небольшом количестве. Таким образом, почвы Кабардино-Балкарской республики бедны молибденом, хотя в горных районах вблизи города Тырныауза имеются крупные месторождения молибдена и вольфрама.

Содержание усвояемого или подвижного молибдена находится в тесной корреляции с содержанием валового молибдена в почве. Растворимость или подвижность почвенного молибдена зависит от степени насыщенности минеральных коллоидов и перегнойных кислот кальцием. Известно, что известкование способствует поглощению молибдена растениями [49, 50, 43]. Это объясняют авторы наличием в кислых почвах железа и алюминия, которые образуют с анионом молибдена трудно растворимые соединения. По данным Г.Я. Ринькис [51], усвоение подвижного молибдена растениями зависит от многих условий. Фактором, тормозящим поступление молибдена в растения, является наличие в почве полуторных окислов железа и алюминия. Увеличение рН почвы способствует всасыванию растениями молибдена. Между поглощением молибдена растениями и количеством других элементов в питательном субстрате существует тесная взаимосвязь, характер которой (синергизм, антагонизм) определяется уровнем концентрации того или другого взаимодействующего элемента по отношению к оптимальной концентрации его в данных условиях. Все это свидетельствует о сложной закономерности поглощения растениями молибдена. Способность к накоплению молибдена у однодольных и у двудольных растений выражена по-разному [52, 53, 36]. Однодольные (злаки), как правило, в вегетативных органах накапливают меньше молибдена (ежа сборная - 0,26 мг/кг, пшеница - 0,54 мг/кг сухого веса). Двудольные, особенно бобовые, 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).

Накапливается молибден обычно в листьях, иногда в стеблях растений [54]. По данным спектрального анализа продукции овощных культур, больше всего молибдена накапливается в растениях капусты, редьки, кабачков и огурцов (1,95‑10,1 мг/кг сухой массы). Значительно меньше его в кукурузе, моркови, луке, картофеле, сельдерее и фасоли (0,5‑4,7 мг/кг).

В семенах обычно содержится больше молибдена, чем в листьях. В листьях пшеницы обнаружено 0,54 мг/кг [53], а в зернах содержится 1,00 мг/кг [35]. В зародыше вики найдено 5,3 мг молибдена на 100 г сухого вещества, тогда как в семядолях и оболочках было обнаружено только 0,2 мг на 100 г сухого вещества. Особенно высокое содержание молибдена отмечается у растений, живущих в симбиозе с азотобактериями.

Содержание молибдена в растениях, произрастающих на богатых молибденом почвах, значительно увеличивается. Эта зависимость объясняет изменчивое содержание молибдена у представителей одного и того же вида, произрастающих в разных местностях с неодинаковым содержанием молибдена.

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

Положительное действие молибдена на рост растений было отмечено еще в 1913 году Ф.В. Чириковым [55]. В 1938 г А.М. Дмитриевым [56] были проведены исследования с молибденом на клевере. D. Arnon и P. Stout [57] в опытах с помидорами показали необходимость молибдена высшим растениям. Отзывчивость на молибден установлена у многих небобовых растений - салата, шпината, гречихи, пшеницы и др. [58, 59].

В 1954 г Д. Николас, и Г.Я. Жизневская [60] установили, что молибден входит в состав нитратредуктазы и тем самым участвует в восстановлении нитрата до аммиака. По мнению А.О. Войнара [52], молибден не только представляет структурный компонент нитратредуктазы, но и необходим для синтеза белковой части фермента. Э.А. Муравин [61] указывает, что нитратредуктазы всех высших растений являются молибденпротеидами. Установлено влияние молибдена на повышение активности аскорбиноксидазы в горохе [62]. Влияние молибдена на количество и состав свободных аминокислот и амидов выявлено в работах Е.И. Мининой [63], Л.А. Люковой, М.С. Гаргола [64].

Молибден увеличивает содержание хлорофилла в листьях клевера, гороха и сахарной свеклы [65, 66, 67, 68]; повышает интенсивность фотосинтеза сои, картофеля, гороха, сахарной свеклы [69, 70, 71, 72, 73].

По данным В.В. Яковлевой и Л.Н. Собачкина [74] молибден значительно влияет на обмен фосфора у гороха и цветной капусты. Под его влиянием происходит резкое увеличение отношения органического фосфора к минеральному.

В литературе немало работ, указывающих на роль молибдена в процессах фиксации атмосферного азота, восстаноления нитратов, увеличения синтеза белков, нуклеиновых кислот [41, 75, 76, 77, 78, 79, 53].

П.А. Власюк с соавторами изучили локализацию молибдена в клеточных структурах. Больше всего молибдена найдено в хлоропластах листьев кормовых бобов и лейкопластах корней, затем в ядре и митохондриях. Активность нитратредуктазы в той же последовательности.

Некоторое представление об участии микроэлементов в окислительно-восстановительных реакциях у растений и микроорганизмов дают следующие данные, приводимые в таблице Л.П. Пейве [75]. 

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


Недостаток молибдена ведет у одних растений к уменьшению способности образовывать соцветия, у других - к формированию нитевидных листьев. Молибденовая недостаточность может вызвать снижение хлорофилла в растениях. Недостаток молибдена в растениях приводит к накоплению меди в организме животных, питающихся этими растениями, вызывает заболевание, называемое анемией. При избытке подвижных форм молибдена в почве (более 5·10-3%) растения накапливают его почти в десятикратном количестве, особенно это относится к бобовым, способным избирательно и в больших количествах концентрировать молибден.

Таким образом, биологические процессы с участием молибдена, можно разделить на три большие группы:

1. Действие молибдена на процессы восстановления нитратов, нитритов и гидроксиламина до аммиака и биосинтез аминокислот.

2. Участие молибдена в биохимических процессах, связанных с фиксацией молекулярного азота, свободноживущими почвенными микроорганизмами и клубеньковыми бактериями в симбиозе с бобовыми культурами.

3. Влияние молибдена на биосинтез нуклеиновых кислот и белков, участие в пуриновом обмене у высших животных и человека. 

Все эти процессы взаимосвязаны. Так, процесс восстановления нитратов связан с биосинтезом аминокислот и белков. Молибден при этом действует с другими микроэлементами (железом, медью, кобальтом, марганцем), а также с макроэлементами, в первую очередь с фосфором и калием [75].

Молибден, как и большинство других микроэлементов, в нормальных условиях поступает в организм человека и животных с продуктами питания и водой. Содержание молибдена в продуктах питания животного и растительного происхождения подвержено существенным колебаниям, которые определяются как видовыми особенностями продукта, так и содержанием молибдена в почве и воде.

Процесс формирования химического состава природных вод совершается под воздействием состава пород, слагающих территорию, уровня содержания химических элементов в почвообразующих породах, почвах и растительности. Содержание микроэлементов, в том числе и молибдена в природных водах зависит от рН и степени минерализации почвы.

По данным В.В. Ковальского [46] в воде содержание молибдена по территории СССР 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 [80]. А.О. Войнар [52] приводит данные по содержанию молибдена в некоторых источниках (0,8 мг/л). В исследованиях лаборатории РСЭС КБР в питьевой воде по республике содержится 0,150-0,250 мг/л молибдена, что ниже ПДК по А.П. Шицковой [26].

Содержание молибдена в продуктах питания растительного происхождения, по данным Е.М. Малеванной [81] колеблется в пределах от 8 до 30 мкг% и только в горохе и фасоли составляет 76-108 мкг%. В пищевых продуктах животного происхождения молибден обнаруживается в концентрациях от 34 до 79 мкг%, а в молоке — 0,35‑0, 37 мкг%. В овощах обнаружено 0,04‑0,2 мкг/кг, в зернах пшеницы — 1,00 мкг/кг, кукурузы — 0,06 мг/кг, рисе — 1,60 мг/кг [35].

В работах Э.Я. Тауцинь [82, 83] 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. Более высокое содержание молибдена в продуктах животного происхождения: мясе — 69,0(6,0 мкг%, яйцах — 41,0(5,0 мкг%. Среднее содержание в продуктах растительного происхождения — 20,0 мкг%. Отмечается более высокое содержание молибдена в бобовых — 3,3‑5 мг/кг.

Определив содержание молибдена в растительных и смешанных рационах человека, В.Ю. Соколова [84] установила его суточную потребность в количестве от 50 до 300 мкг. О.А. Войнар [52] приводит данные, согласно которым взрослый человек должен получать 1‑2 мг молибдена в сутки. А. Хенниг [36] указал, что суточная потребность крыс в молибдене равна 0,02 мг/кг, у птиц и жвачных — 0,10 мг/кг.

Обеспеченность организма животного молибденом зависит от его содержания в воде и в пище. Недостаточное или избыточное поступление молибдена в организм с водой и пищей нарушает гомеостаз и, при хроническом воздействии, приводит к патологическим изменениям.

Для поступления и накопления в растениях микроэлементов, их усвоения животными, важное значение имеют метаболические взаимоотношения между ними. В работах А.Т. Dick (85), А. Хеннига [36], В.И. Георгиевского [35] даются метаболические взаимоотношения эссенциальных элементов, которые включают в себя как синергизм, так и антагонизм этих элементов. Часто эти взаимоотношения определяются соотношением их концентрации в среде. Относительно молибдена выделяют двусторонние антагонистические взаимоотношения с Cu, Cs, W, P, Ca, Fe, Al.

Сульфаты усиливают выведение молибдена через почки из организма. Они образуют трудно растворимый сульфат меди, что способствует обеднению организма медью. Действие сульфатов носит высоко специфический характер, не связано с увеличением диуреза. Эндогенный сульфат также эффективен, как и экзогенный. Об этом свидетельствует влияние на обмен молибдена пищи с высоким содержанием белка. Дача животным тиосульфата, цистеина и метионина оказывает защитное действие при молибденозах.

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 образование трудно растворимых медно-молибденовых комплексов (Cu2 Mo O4 (OH)2) и тиомолибдатов в желудочно-кишечном тракте животных, что ограничивает поступление их в организм. Это ведет к угнетению функции медьсодержащих ферментов, в частности церрулоплазмина, что ведет к снижению синтеза гемоглобина в красном костном мозге. У животных, получающих большие дозы молибдена с пищей, развивается анемия. Данный антагонизм используется в животноводстве при регулировании содержания этих микроэлементов в организме животных.

Вольфрам усиливает выведение молибдена из организма через почки [36], вытесняет молибден из сульфитоксидазы и ксантиноксидазы с образованием не содержащего металл акопротеида, лишенного ферментативной активности.

Между марганцом, цинком и молибденом существуют синергические взаимоотношения [35].

В тканях животных молибден обнаружен в 1928 году [86]. Присутствие молибдена в животных организмах показано для беспозвоночных, позвоночных, в том числе и для человека. В телах морских беспозвоночных животных обнаружены следующие количества молибдена (в% от сухого вещества): губки — 0,00002; кишечнополостные — 0,0018; иглокожие — 0,00026; оболочники — 0,00008. У насекомых — 0,01‑0,0002 [86]. В теле рыб в среднем — 0,00002.

Молибден в животном организме хорошо всасывается из пищевых продуктов и большинства своих неорганических соединений. Особенно хорошо усваиваются жвачными водорастворимые соединения шестивалентного молибдена и его соли в зеленых растениях. Кролики и морские свинки при больших дозах хорошо усваивают даже такие слаборастворимые соединения как Mo O3 и Ca Mo O4. Практически не усваивается Mo S2. Видимо, это объясняется антагонистическими взаимодействиями молибдена и сульфатов [35, 9]. В кишечнике млекопитающих не существует какого-либо барьера, ограничивающего всасывание молибдена. Поэтому избыток молибдена в корме легко может вызвать отравления [36].

Кишечная микрофлора также усваивает молибден. Для них он обладает ростовым эффектом. При больших дозах молибдена в рационе их усиленное размножение может способствовать диарее [9].

Молибден встречается во всех органах и тканях млекопитающих. В 100 мл крови содержится в среднем 1-2 мкг молибдена. Примерно 70% этого количества находится в эритроцитах и 30% в плазме [35]. В плазме и в эритроцитах молибден обнаруживается в диализируемой фракции в виде иона Mo O-24. В плазме молибден рыхло связан с (2‑глобулинами и в меньшей мере с (-глобулинами. Имеющиеся в литературе данные о содержании молибдена в тканях и органах разноречивы [52, 87, 88, 89, 83, 36, 35]. Это, видимо, объясняется различными методами определения молибдена, содержанием в рационе, видом животного.

По данным Schroeder [90] молибден в организме человека распределяется по органам следующим образом (в мг/кг свежей ткани):

Печень — 1,62; почки — 0,63; аорта — 0,53; мышцы — 0,41; прос​та​та — 0,36; сердце — 0,23; мозг — 0,21; селезенка — 0,17; кишечник — 0,15. Почти у всех авторов наибольшее количество молибдена обнаружено в печени, а затем по убывающей последовательности в почках, селезенке, костях, мышцах, сердце, мозге, коже. Содержание молибдена в печени, селезенке, костях, почке, крови, молоке и шерсти повышается при увеличении его уровня в рационе.

М.Н. Полонская [91] установила факт закономерного накопления молибдена в органах эмбриона, начиная с 9 недельного возраста. Так, у 16 недельного плода содержание молибдена в костях составляет 14-28,18 мг% от сырого вещества. На сороковой неделе — от 38,98 до 42,08 мг%. Аналогичное увеличение молибдена наблюдается в мозгу, печени, почках.

В постэмбриональном периоде содержание молибдена в органах также претерпевает изменения. Наиболее высокое содержание молибдена обнаружено в печени людей молодого возраста (20‑30 лет). К 40 годам концентрация молибдена снижается в два раза и держится до 60 лет. Наблюдаемые факты автор связывает с созреванием ферментных систем у плода и с особенностями обменных процессов в постэмбриональном периоде.

Выделение молибдена, введенного перорально или путем инъекции, происходит главным образом через почки. 
Значительная часть выводится с желчью через кишечник. 
Выделение молибдена с молоком ограничено, в пределах 2‑3% от введенного количества [36]. В опытах C.L. Comar [92] 34% введенного молибдена выделяется через почки, 11% — через кишечник.

В экспериментах на козах при введении молибдена per os, по данным M. Anke и др. [93], за 4 суток через кишечник выводится 25,4%, через почки — 25, 4%, с молоком — 2, 4%.

Биологическая роль молибдена в организме животных и человека.

Биологическая роль молибдена в основном определяется его участием в окислительно-восстановительных реакциях через молибденсодержащих ферментов и метаболическими взаимодействиями с макро- и микроэлементами организма.

В настоящее время известно 15 молибденсодержащих ферментов, три из которых встречаются в животном организме. Это альдегидоксидаза, сульфитоксидаза, ксантиноксидаза. Молибденсодержащие ферменты образованы несколькими субъединицами, содержат два атома молибдена и дополнительные простетические группы. Определенное представление о составе и, катализируемых этими ферментами реакциях, дает схема, заимствованная у G.N. Schrauzer [94].

Таблица 2 - Молибденсодержащие ферменты по G. N. Schrauzer [94].

	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


Эти энзимы относятся к флавиннуклеотидным ферментам. У них активной составной частью является рибофлавин (витамин В2), который входит в состав коферментов — флавинмононуклеотида и флавинадениндинуклеотида. Флавиннуклеотидные ферменты катализируют очень важные для организма окислительно-восстановительные реакции — окислительное дезаминирование аминокислот, дегидрирование оксикислот, окисление восстановленных форм НАД·Н2 и НАДФ·Н2. Характерно, что ФАД прочно связан с белковой частью фермента и в то же время с микроэлементами (Мо, Fe и др.) образуют металлофлавопротеиды. Он обратимо восстанавливается молекулярным водородом: Н2+ФАД =ФАД Н2.

Восстановленный ФАД может реагировать с Мо6+, образуя при этом Мо5+ и два водородных иона по схеме:

ФАД Н2 + 2 Мо6+ ( ФАД + 2 Мо5+ + 2 Н+
Таким путем молибден повышает активность флавопротеидных ферментов, связанных с азотным обменом [75].

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 [95]. 

Cульфитоксидаза 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 митохондральный цитохром С. Она выделена из печени человека, крупного рогатого скота, кроликов и крыс. Сульфитоксидаза 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.

Окисление сульфита осуществляется молибденовым центром, что приводит к восстановлению Мо6+ до Мо4+, реокисление которого совершается одноэлектронными этапами и включает образование Мо5+. Две простетические группы сульфитоксидазы расположены в разных доменах. С помощью мягкого протеолиза сульфитоксидазы из печени крысы удалось выделить молибденовый домен с сохранением его каталитической активности [96]. 
Этот домен является единственным известным молибденпротеидом, неимеющим, кроме молибдена, других простетических групп.

Генетический деффект сульфитоксидазы вызывает выраженные аномалии мозга, умственную отсталость, эктопию хрусталика. Организм утрачивает способность превращать сульфит в сульфат, что приводит к активации побочных путей обмена серы. 
В органах и тканях происходит накопление S-сульфо-L-цистеина, сульфита и гипосульфита при практическом отсутствии сульфата. Сульфат необходим для образования сульфолипидов и белков.

Тяжелые патофизиологические нарушения при этом деффекте свидетельствуют о незаменимости молибдена для организма человека [9].

Ксантиноксидаза представляет собой димер с молекулярной массой 283000, содержащий на каждую субъединицу молекулу ФАД, кластер Fe4S4, персульфидную группу и один атом молибдена. Фермент катализирует окисление гипоксантина в ксантин и ксантина в мочевую кислоту. Окисление этих веществ и альдегидов идет с поглощением кислорода и образованием мочевой кислоты, карбоновых кислот и супероксидных радикалов [97].

Ксантиноксидаза окисляет большое число соединений, включающих пурины, птеридины, пиримидины и альдегиды [98].

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).

Пуриновый обмен в организме является одним из важнейших моментов обмена веществ в целом. Пурины являются неотъемлемой частью свободных нуклеотидов, нуклеиновых кислот и нуклеопротеидов, функции которых связаны с процессами обмена энергии, биосинтеза белка, деления клеток и передачей генетической информации. В литературе встречается много работ, указывающих на многостороннее влияние молибдена на эти процессы (99, 74, 100, 101, 53, 75) и на взаимодействие молибдена с фосфором.

По данным ряда авторов [102; 103] повышенное поступление в организм молибдена способствует увеличению содержания кальция и фосфора в печени, сердце и других органах. Одновременно наблюдалось уменьшение их содержания в костной ткани и повышенное отложение молибдена в костях. Эти данные свидетельствуют о том, что молибден способен вытеснять кальций и фосфор из костной ткани вследствие их физиологического антагонизма и вызывает задержку роста костей молодых животных и деформацию костей у взрослых. Р.Н.Одынец (104) в своих экспериментах наблюдал двусторонний антагонизм между молибденом и марганцем.

В работах Я.В. Пейве [75] указывается, что молибден может образовать специфические комплексы с АТФ, что он действует на реакции синтеза и распада РНК, катализируемые соответственно ферментами РНК-полимеразой и полинуклеотидфосфорилазой, может реагировать с фосфором нуклеотидов, сдвигая при этом равновесие реакции в сторону синтеза РНК. По мнению 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.

П.А. Власюк [53] обнаружил, что молибден оказывает положительное влияние на ферменты, принимающие участие в азотном обмене, повышает активность АТФ-азы (больше в хлоропластах и митохондриях, меньше в рибосомах). Он установил, что под действием молибдена содержание нуклеиновых кислот в клетках повышается больше, чем в два раза, а активность РНК-азы снижается.

Э.В. Гусев [105] исследовал влияние молибдена на некоторые стороны пуринового обмена в животном организме и установил, что ограничение поступления молибдена (дефицит) ведет к снижению активности ксантиноксидазы, тормозит образование мочевой кислоты. И, наоборот, введение в организм молибдена в больших количествах повышает активность ксантиноксидазы и увеличивает образование мочевой кислоты в организме. 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 [34] повышение содержания молибдена в среде (Армения) ведет к увеличению содержания мочевой кислоты в организме у людей, вследствие чего развивается эндемическая подагра.

Молибден может оказать ингибирующее или стимулирующее влияние на многие ферменты. По данным А.О. Войнара [52] 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. Куманов [106].

В работе М.Н. Гойнацкого [107] показано, что дефицит молибдена в пище снижает активность каталазы в печени, эритроцитах и их способность обеззараживать Н2 О2 и О-2, образующихся при автоокислении многих органических веществ. По мнению автора, снижение активности каталазы связано со снижением активности ксантиноксидазы. Активность ксантиноксидазы в свою очередь зависит от наличия в организме молибдена. М.Н. Гойнацкий исследовал влияние избытка тяжелых и легких изотопов молибдена на активность обоих ферментов. В печени Мо 90 и Мо 92 являются активаторами ксантиноксидазы, а Мо 100 — ингибитором. Активность каталазы в эритроцитах ингибируется Мо 90 на 23%, Мо 92 — на 43%. В печени и почках Мо 92 и Мо 100 активируют каталазу, Мо100 подавляет активность каталазы в этих органах.

В литературе имеются сведения о том, что у животных, получавших добавки молибдена, уровень цитохромоксидазной активности в тканях снижался [102]. При избытке молибдена активность сульфитоксидазы в тканях снижается. Активность сукциндегидрогеназы при избытке молибдена повышается [81]. Влияние молибдена на водно-солевой обмен был изучен А.М. Козаковым [108]. По его мнению недостаточное содержание молибдена в рационе существенно снижает активность гиалуронидазы, под действием которой обратное всасывание воды в почечных канальцах усиливается.

S. Capilna и соавторы [109], изучая влияние ионов молибдена на межуточный обмен глутамина печени и в мозгу, установили, что молибден значительно снижает активность глутаминазы и количество глутамина в мозгу. Они указывают на возможность избирательного действия молибдена и вольфрама на процессы дыхания и фосфорилирования в митохондриях клеток.

Роли молибдена в этиологии эндемического зоба посвятили свои работы Н.М. Уразаева [110], Л.И. Москалюк [111], З.Х. Шерхов и Л.К. Шерхова [112]. По мнению Н.М. Уразаева существует обратная зависимость между содержанием молибдена в почве и пищевых продуктах и частотой возникновения эндемического зоба. В.М. Мещенко, В.И. Алексин [113] 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 эоба. Л.И. Москалюк наблюдал повышение функциональной активности щитовидной железы при повышенном поступлении молибдена в организм. Для определения противозобного действия этого элемента нужно использовать низкие концентрации молибдена. Аналогичные данные приводятся Л.Г. Замарикиным [114]. В работе З.Х. Шер​хова и Л.К. Шерховой [112] приводятся данные по динамике содержания в тиреоцитах нуклеиновых кислот и в плазме крови Т3 и Т4 у экспериментальных крыс при действии на их организм солями молибдена различной концентрации. Эти данные подтверждают повышение активности железы под действием 0,0125 мг/кг молибдена и значительные морфо​функциональные нарушения в органе при действии токсических доз.

Имеются сообщения о том, что содержание молибдена в тканях и органах человека претерпевает определенные изменения при заболеваниях, этиологически несвязанных с повышенным или пониженным его поступлением в организм. В.М. Лифшиц [115] отмечает изменение содержания молибдена в крови при железодефицитной анемии, постгеморрагической анемии и при лейкозах. Ю.М. Бала и В.М.Лифшиц [116] отмечают нарушение метаболизма молибдена и других микроэлементов при анемии, обусловленной злокачественными новообразованиями. Содержание молибдена в крови при этом снижается. При лейкозах содержание молибдена в печени, селезенке и лимфатических узлах снижается, в костном мозге возрастает. При гастрогенной анемии содержание молибдена в эритроцитах снижается. При раковых анемиях наступают взаимосвязанные нарушения обмена железа, стронция, молибдена. Эти же авторы и В.Я. Шустов [117] отмечают, что в малых дозах (5 мкг) молибден оказывает положительное действие на образование гемоглобина. Высказывается предположение, что молибден стимулирует включение железа в процесс синтеза гемоглобина. Большие дозы молибдена (50 мкг) уменьшали содержание гемоглобина, количество эритроцитов в крови, вызывали лимфоцитоз, подавляли фагоцитарную способность. По сведениям Г.М. Каприелова [118] молибдат натрия в малых концентрациях (от 0,003 до 0,025 мг%) повышает фагоцитарную активность лейкоцитов лягушки и человека, большие дозы имеют обратный эффект.

Подобные исследования еще раз подтверждают, что каждый микроэлемент имеет свое плато. Это сопровождается оптимальным функционированием организма. У каждого микроэлемента есть свой токсический диапозон, когда безопасная степень его экспозиции превышена [119].

Несмотря на относительно большое количество работ, биологическая роль молибдена еще не до конца изучена. Признание за молибденом определенной роли, оказывающей влияние почти на все стороны основного обмена, рост и развитие животного организма, требует проведения дальнейших исследований, определяющих суточную потребность 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.

В связи с выше сказанным, исследования  действия различных доз молибдена на морфофизиологию тканей, органов и их систем животного организма представляются актуальными.

Объекты и методы исследований.

Проводившиеся исследования были посвящены 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.

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.

У крыс, также, брали кровь (из хвоста) для определения содержания в плазме крови тиротропина (ТТГ), тироксина (Т4) и трийодтиронина (Т3). Затем животных забивали, быстро извлекали щитовидную железу, очищали от прилежащих тканей, взвешивали, этикировали. Одну долю фиксировали в 10% нейтральном формалине для изготовления гистологических срезов.

Дальнейшую обработку желез проводили по обычной гистологической методике: промывка в проточной воде (12часов), обезвоживание в спиртах нарастающей концентрации (от 50 до 100), уплотнение материала в растворах целлоидина в смеси спирта и эфира (1:1) - 2, 4, 8% растворы, изготовление блоков и затем срезов на санном микротоме МС-2. Толщина срезов - 5-7 мкм. Готовые срезы наклеивали на предметные стекла смесью глицерина и яичного белка. Наклеенные срезы окрашивали гематоксилин - эозином по следующей схеме:

1. Наклеенные срезы опускали в раствор гематоксилина (по Эрлиху) на 5-10 минут (пока ядра хорошо не окрасятся).

2. Для окисления гематоксилина стекла со срезами переносили в водопроводную воду и держали до тех пор, пока срезы не приобретут синий цвет (около 10 минут).

3. Для окраски цитоплазмы срезы опускали в 1% водный раствор эозина на 3 минуты.

4. После окрашивания срезы обезвоживали в спиртах возрастающей концентрации (от 70 до 100) по 3 минуты в каждом.

5. Срезы из 100% спирта переносили в ксилол для просветления (в трех порциях по 5 минут).

6. Просветленные срезы заключали в канадский бальзам.

Для определения содержания нуклеиновых кислот в тиреоцитах вторую долю железы фиксировали в жидкости Карнуа и окрашивали галлоцианин-хромовыми квасцами по Эйнерсону [24]. Окрашенные срезы подвергали цитофотометрическому анализу с помощью фотометра. Этот метод основан на измерении доли ослабления светового потока, проходящего через клетку. Основной закон, на котором основывается фотометрия - закон Ламберта - Берга. Он заключается в том, что каждый бесконечно тонкий слой внутри однородной массы поглощает определенную долю входящего в него потока лучей монохроматического света, пропорциональную толщине слоя и концентрации в нем молекул поглощенного вещества. Оптическая плотность исследуемого объекта прямо пропорциональна концентрации поглощенного вещества, толщине объекта и зависит от коэффициента поглощения света исследуемым веществом.

Если толщина объекта известна, то определение содержания исследуемого вещества сводится к измерению ослабления света препаратом:

E=lgI0 - lgI1 ,

По полученным результатам вычисляют оптические плотности. Определение производят в относительных единицах.

Фотометрирование проводили при длине волны 540 нм. Содержание кислорода в ткани щитовидной железы определяли полярографом РА-3 с использованием калибровочной кривой, построенной на основе стандартных растворов.

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

По окончании опыта животных забивали, вскрывали и полярографом Lp-7E с помощью калибровочного графика прямой, построенного на стандартных растворах, определяли концентрацию молибдена в изучаемых органах.

Для изучения состояния нейросекреторных клеток переднего гипоталамуса вырезали гипоталамическую область мозга и подвергали обработке.

Для выявления субстанций Ниссля (тигроидного вещества) использовали  метод окраски нуклеиновых кислот по Эйнарсону [24]. Количество нейросекреторных клеток определяли методом их окраски  альдегид-фуксином по Гомори в модификации А.Л. Поленова [12].
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.
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 [21]. 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: [120, 21, 121, 122, 123, 124, 125, 126 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 1).
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Рисунок 1 - 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.

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 [25]. Этот метод самый распространенный в гистологической практике, так как благодаря удачному сочетанию красителей позволяет получить общее представление о состоянии исследуемых органов и тканей.

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 «пристеноч​ное» пищеварение проводились по общепринятой методике А.М. Уголева [127] 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 [128].

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.
Методы качественного и количественного определения нуклеиновых кислот.
В наших исследованиях мы использовали гистохимический метод выявления нуклеиновых кислот по Эйнарсону [24] 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 
[image: image5.wmf]d

k

E

С

×

=









(3)
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 [23].

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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(5)
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.

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).

Определение мочевой кислоты в плазме по Мюллера-Зейферту [129]
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.

Определение гликогена в тканях антроновым методом [130]
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.

Окраска жира суданом III по Дадди [22]
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 [22].

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.

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 [131]. 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.

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.

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 [133].

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.

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.

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








(7)
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.

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









(8)
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.

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

б) Количество гемоглобина в единицах
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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)
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 раствора 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 допускать повышения температуры растворов. Через 30 мин пробы колориметрируем используя синий фильтр. Концентрация аскорбиновой 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. 
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.

Окраска нейросекреторных клеток альдегид-фуксином по гомори в модификации А.Л. Поленова [12].
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.

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).
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. [134].
Определение оптимальных концентраций микродобавок молибдена к рациону для нормального функционирования организма животных в экспериментальных условиях 
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 [48,  годовые отчеты Каббалккомвода за 1991-1999 гг.), среднее содержание молибдена в почве, воде и растениях на территории КБP существенно ниже средних показателей РФ [30, 81, 35]. 
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.

При воздействии на пищеварительную систему различных факторов экзо - и эндогенного происхождения в ответную реакцию организма они вовлекаются вместе. Поэтому анализ морфофункционального состояния изучаемых органов при воздействии молибдена и обсуждение результатов наших исследований проведено параллельно.

Слизистая оболочка тонкого кишечника имеет характерный рельеф благодаря наличию ворсинок и крипт. 
Эти структуры способствуют выполнению ее основных функций. Ворсинки представляют собой выпячивания слизистой оболочки пальцевидной или листовидной формы, свободно вдающихся в просвет кишечника (рисунок 2). 

В основе ворсинки лежит выпячивание собственной пластинки слизистой оболочки. В ней располагаются единичные гладкие миоциты, участвующие в регуляции кровоснабжения и проталкивании продуктов гидролиза в кровь и лимфу. В них слепо начинаются лимфатические капилляры.Как видно на рисунке, между ворсинками располагаются крипты. Они представляют собой углубление эпителия в собственную пластинку слизистой оболочки. Их устья открываются в просвет между ворсинками.
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Рисунок 2 – Гистоструктура тонкой кишки белой лабораторной крысы. Контрольная группа (увел. 10х40).
Кишечный эпителий, который покрывает эти структуры, представлен однослойным призматическим эпителием. Он состоит из нескольких видов клеток: каемчатые и бескаемчатые (камбиальные) эпителиоциты, экзокриноциты и эндокриноциты. В эпителии на ворсинках преобладают каемчатые клетки, представляющие собой высокоспециализированные клетки, участвующие в расщеплении и всасывании питательных веществ. Они имеют выраженную полярность. На апикальной части располагается большое количество микроворсинок. Поверхность микроворсинок исполняет роль пористого адсорбента ферментов и пищевых веществ, а расстояние между ними является оптимальным для протекания здесь ферментативных реакций. Именно здесь происходит пристеночное пищеварение (Уголев, 1960).

Бескаемчатые или камбиальные клетки располагаются по бокам крипт. Они являются источником регенерации клеток ворсинок и крипт.

В покровном эпителии ворсинок и крипт имеются также эндокриноциты, выделяющие гастроинтестинальные гормоны (гастрин, серотонин, секретин, холицистокинин-панкреозимин, мотилин, ЖИП, энтероглюкогон и др.). Эти клетки имеются и в ворсинках и в криптах, но в криптах гораздо больше. 

Результаты исследования «полостного» и «пристеночного» пищеварения контрольной группы лабораторных крыс представлены на таблице 3. 

.

Таблица 3 – Показатели полостного и пристеночного гидролиза крахмала в тонком кишечнике экспериментальных крыс и лесных мышей под воздействием солей молибдена (n=30).
	Концентрация Мо в микродо​бавках
(мкг/кг)
	Содержание глюкозы в растворах (%)

	
	I

Субстрат +инактив. фермент
	II

Субстрат + фермент (полостной гидролиз)
	III

Субстрат +

фермент +

Кишка (поло​стной+ присте​ночный)
	IV

Субстрат + фер​мент +

ТХУ модель кишки

	Крысы

	Контроль
	0
	5,0(0,030
	9,4(0,03
	6,1(0,06

	0,0125
	0
	5,9(0,010

p<0.001
	11,3(0,05 p<0.001
	8,0(0,02

p<0.001

	0,250
	0
	1,2(0,010

p<0.001
	3,7(0,01 p<0.001
	2,0(0,02

p<0.001

	1,250
	0
	0,9(0,002

p<0.001
	4,0(0,03 p<0.001
	1,8(0,03

p<0.001

	Мыши

	Контроль
	0
	3,6(0,03
	8,4(0,05
	3,8(0,07

	ТНГМЗ
	0
	2,0(0,01

p<0.001
	3,4(0,06

p<0.001
	1,8(0,04

p<0.001


Как видно на таблице, содержание глюкозы в растворе первой (контрольной) серии опытов равно 0 %; во второй серии 5,0 ( 0,030 %; в третьей серии 9,7 ( 0,03 %; в четвертой  6,1 ( 0,06 %. 
Степень гидролиза крахмала в третьей серии, где на субстрат действуют слизистая «живой» кишки и панкреатический сок, выше, чем в остальных. Экзокриноциты представлены бокаловидными клетками и клетками Панета. Бокаловидные клетки встречаются и в ворсинках и в криптах. 
Они выделяют слизь, предохраняющую поверхность эпителия от повреждений. Эти клетки на препаратах имеют, светлую окраску, так как слизь плохо окрашивается.

Экзокриноциты с ацидофильными гранулами или клетки Панета располагаются на дне крипт. Их секреторные гранулы интенсивно окрашиваются эозином. Они выделяют дипептидазы (эрепсин), принимающие участие в расщеплении дипептидов до аминокислот. 
Полагают, что их секрет также принимает участие в нейтрализации соляной кислоты химуса. Толщина слизистой оболочки кишечника этой группы животных – 0,96(0,01 мм.

Обзор срезов тонкого кишечника контрольной группы животных показал, что слизистая, подслизистая и мышечная оболочки находятся в состоянии нормы.

Здесь на крахмал действуют собственные кишечные ферменты и «ферменты панкреатического сока», фиксированные на мембране. Кроме того, ферменты действуют и в полости пробирки и, таким образом, имитируется как полостное, так и пристеночное пищеварение. 
В четвертой серии гидролизовано меньше, чем в третьей, поскольку фиксированные собственные ферменты, действующие на низкомолекулярные частицы субстрата, инактивированы ТХУ, но выше, чем во второй, где на субстрат действует только «поджелудочный сок».

На этом фоне четко выделяется роль микроворсинок в качестве пористого биологического катализатора в процессе пищеварения. 
На «мертвой кишке» (ТХУ-модель) в период инкубации, видимо, происходит абсорбция ферментов с их последующей активацией и кишка при этом действует как пористый биологический катализатор. 

Таблица 4 – Динамика толщины слизистой оболочки кишечника экспериментальных крыс под действием солей молибдена и лесных мышей с территории НГМЗ (n=30).
	Группа животных

Концентрация Мо (мкг/кг)
	Толщина слизистой оболочки тонкой кишки (мм)

	Крысы

	Контроль
	0,96(0,001

	0,0125
	1,00(0,002  p<0.001

	0,250
	0,40(0,001  p<0.001

	1,250
	0,24(0,002  p<0.001

	Мыши

	Контроль
	0,82(0,003

	НГМЗ
	0,56(0,001  p<0.001


Таблица 5 – Содержание молибдена в ткани токного кишечника экспериментальных крыс и лесных мышей (n=30).
	Группа животных, концентрация Мо в микродобавках (мкг/кг)
	Содержание Мо в тканях кишечника (мг%)

	Крысы

	Контроль
	0,0015(0,0001

	0,0125
	0,0021(0,0009 p<0.001

	0,250
	0,0030(0,0001 p<0.001

	1,250
	0,0029(0,0002 p<0.001

	Мыши

	Контроль
	0,0013(0,0001

	НГМЗ
	0,0026(0,0002 p<0.001


Содержание молибдена в тканях кишечника контрольной группы животных равно 0,015(0,0001 мг% (таблица 5). 

Результаты исследования морфофизиологии тонкого кишечника контрольной группы лесных мышей, отловленных на территории экологического стационара КБГУ, отражены на таблицах 3, 4, 5 и рисунке 3.

Как видно на рисунке 3, гистологическое строение всех оболочек тонкой кишки этой группы животных соответствует норме. Анализ цифровых показателей «полостного» и «пристеночного» пищеварения в тонком кишечнике этих животных показал, что содержание глюкозы в контрольной пробе равно 0 (таблица 4). Во второй пробе, где фермент + субстрат — 3,6(0,03% глюкозы, в третьй, где субстрат + фермент + кишка — 8,4(0,05% глюкозы и в четвертой, где субстрат + фермент + ТХУ модель кишки — 3,8(0,07% глюкозы. Толщина слизистой оболочки тонкой кишки – 0,82(0,03 мм (Таблица 4).

Содержание молибдена в ткани кишечника лесной мыши с территории экологического стационара КБГУ (контрольные животные) равно 0,0013(0,0002 мг%. 
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Рисунок 3 – Гистоструктура тонкого кишечника лесной мыши контрольной группы животных (увеличение 10 х 40).
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Рисунок 4 – Гистоструктура экзокринового отдела поджелудочной железы контрольной группы животных (увеличение 10 х 40).
Гистологическое исследование срезов поджелудочной железы контрольной группы крыс показало, что гистоструктура органа соответствует норме (рисунок 4). Орган снаружи покрыт нежной соединительнотканной капсулой, от нее в паренхиму органа уходят прослойки соединительной ткани и делят ее на дольки. Между ними проходят междольковые выводные протоки, кровеносные и лимфатические сосуды и нервы. Структурной и функциональной единицей экзокринового отдела поджелудочной железы является ацинус. Он состоит из секреторного отдела и вставочного протока. Между ацинусами располагаются кровеносные капилляры, нервные волокна, иногда попадаются интрамуральные ганглии вегетативной нервной системы, межацинозные выводные протоки.

Секреторный отдел состоит из крупных клеток-ациноцитов. Они вырабатывают ферменты панкреатического сока.

Как видно на рисунке (рисунок 4), клетки ацинуса имеют коническую форму. Суженная часть (апикальная) обращена в полость ацинуса, а расширенная часть (базальная) — к базальной мембране. В цитоплазме четко выделяются две зоны — зимогенная и гомогенная. Зимогенная зона заполнена гранулами зимогена. Гранулы содержат синтезируемые здесь пищеварительные ферменты в неактивной форме. Эта часть клетки обладает оксифильными свойствами. В гомогенной (базальной) зоне находится ядро, вокруг которого, по данным электронной микроскопии, располагается хорошо развитая гранулярная эндоплазматическая сеть. Здесь происходит синтез ферментов. Благодаря наличию нуклеиновых кислот, эта часть клетки обладает базофильностью. При изменении функциональной активности ациноцитов степень выраженности этих зон меняется. Поэтому в дальнейшем, при оценке функционального состояния железы экспериментальных животных, мы будем сравнивать степень выраженности этих зон с контрольными.

Базофильность в гомогенной зоне, может служить критерием для оценки состояния биосинтеза белков в ациноцитах. По степени выраженности оксифильной зоны, количеству и размерам гранул можно судить о синтезе, накоплении и выведении секрета из секреторных клеток.

Многие исследователи считают, что содержание нуклеиновых кислот в ациноцитах определяет интенсивность синтеза ферментов (Бойко, 1970; Епремян, 1971; Владимиров, 1975 и др.). В своих исследованиях мы тоже использовали этот критерий для суждения о функциональной активности поджелудочной железы. Срезы окрашивали по Эйнарсону и фотометрировали. Данные представлены на таблице 6. Здесь же имеются показатели амилолитической активности гомогената поджелудочной железы экспериментальных крыс, что также отражает секреторную функцию железы.

Полярографические показатели содержания Мо и Ро2 в поджелудочной железе отражены на таблице 7.

Как видно на таблицах, содержание нуклеиновых кислот и амилолитическая активность сока поджелудочной железы контрольной группы животных составляют соответственно 0,140 (0,002 у.е. и 5,0(0,01% глюкозы. Содержание Мо в ткани железы равно 0,001(0,0001 мг%, а Ро2 — 40,0(0, 9 мм рт. ст. (таблица 7).

На рисунке 5 показана гистоструктура экзокринового отдела поджелудочной железы контрольной группы лесных мышей с экологического стационара КБГУ.

Как видно на рисунке 5, состояние органа соответствует норме. Оксифильные и базофильные зоны четко выражены. Кровеносные сосуды, протоковая система и соединительнотканные компоненты без особенностей. Содержание нуклеиновых кислот в ациноцитах равно 0,20(0,002 у.е. (таблица 6).

Хорошо выраженная базальность ациноцитов и показатель содержания нуклеиновых кислот указывают на интенсивный синтез ферментов. Амилолитическая активность поджелудочного сока равна 5,3(0,2% глюкозы. Содержание Мо и Ро2 соответственно 0,0015(0,0001 мг% и 43,1(0,4 мм рт. ст. (таблица 7).
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Рисунок 5 – Гистоструктура экзокринового отдела поджелудочной железы лесной мыши (контрольная группа) (увеличение 10х40).
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Рисунок 6 – Гистоструктура инсулярного аппарата контрольной группы крыс 
(увеличение 10х40).

Таблица 6 – Содержание нуклеиновых кислот в ациноцитах и амилолитическая активность вытяжки поджелудочной железы экспериментальных крыс и лесных мышей (n =30).
	Группа животных,

концентрация Мо в доб. (мкг/кг)
	Содержание нуклеиновых кислот (у.е.)
	Амилолитическая
активность (% глюкозы в субстрате)

	Крысы

	1
	Контроль
	0,14 ( 0,0020
	5,0 ( 0,01

	2
	0,0125
	0,20 ( 0,0060 p<0.001
	5,9 ( 0,03 p<0.001

	3
	0,250
	0,08 ( 0,0002 p<0.001
	1,2 ( 0,010 p<0.001

	4
	1,250
	0,03 ( 0,0005 p<0.001
	0,9 ( 0,002 p<0.001

	Мыши

	1
	Контроль
	0,20 ( 0,0002
	5,3 ( 0,02

	2
	НГМЗ
	0,13 ( 0,0009 p<0.001
	2,0 ( 0,01 p<0.001


Таблица 7 –Содержание Мо и Ро2 в поджелудочной железе белых лабораторных крыс (n=30).
	Группа животных, концентрация Мо в доб. (мкг/кг)
	Содержание Мо в железе (мг%)
	Ро2 (мм рт. ст.)

	Крысы

	1
	Контроль
	0,0010(0,0001
	40,0(0,9

	2
	0,0125
	0,0015(0,0001 p<0.001
	48,1(1,3 p<0.001

	3
	0,250
	0,0020(0,0002 p<0.001
	32,3(2,4 p<0.001

	4
	1,250
	0,0028(0,0008 p<0.001
	30,5(1,2 p<0.001

	Мыши

	1
	Контроль
	0,0015(0,0001
	43,1(0,4

	2
	НГМЗ
	0,0038(0,0001 p<0.001
	33,0(0,7 p<0.001


Как известно, поджелудочная железа является смешанной железой. Наряду с экзокриновым отделом, секретирующим панкреатический сок, здесь имеется и эндокриновый, вырабатывающий ряд важнейших гормонов, регулирующих углеводный и жировой обмен. Эти два отдела имеют единый источник развития в онтогенезе и связаны функционально между собой и с кишечником. Выделяются следующие виды взаимосвязи: кишечно-эндокринная, инсулярно-эндокринная, внутриинсулярная, желудочно-панкреатическая, печеночно-панкреатическая (Климов, 1980). Поэтому определенный интерес представляет изучение инкреторной функции поджелудочной железы под влиянием солей молибдена различной концентрации и его избытка в среде.

Гистоструктура инсулярного аппарата контрольной группы экспериментальных крыс показана на рисунке 6.

Островок отграничен от экзокринового отдела тонкой прослойкой соединительной ткани. Расположение инсулоцитов, количество капилляров и соединительнотканных структур в пределах нормы. У крыс (грызунов) В-клетки располагаются в центре островка, а А-клетки по периферии. В-клетки содержат гранулы с инсулином и обладают базофильными свойствами. А-клетки содержат гранулы глюкогона. И обладают оксифильными свойствами. При обычной окраске они выглядят светлее.

Как показатель функции эндокринового отдела поджелудочной железы мы определяли содержание глюкозы в крови экспериментальных животных. В литературе имеются данные о влиянии мочевой кислоты на этот отдел (Эскин, 1978; Теппермен и др.,1989). Образование мочевой кислоты, которая является конечным продуктом обмена пуринов, катализируется молибденсодержащим ферментом ксантиноксидазой. Активность этого фермента и количество мочевой кислоты в плазме находится в прямой зависимости от поступления молибдена в организм (Э.В. Гусев, 1972). Поэтому, как нам кажется, целесообразно проследить динамику содержания мочевой кислоты в плазме крови животных в условиях наших экспериментов. Эти данные приведены на таблице 8. Как видно на таблице, содержание глюкозы в плазме крови крыс в норме составляет 5,16 мМоль/л, а мочевой кислоты — 1,69(0,05 мМоль/л. Морфологическое строение эндокриновой части поджелудочной железы лесной мыши контрольной группы животных представлено на рисунке 7. Как видно на рисунке 7, расположение клеток, размеры островков и кровоснабжение соответствуют норме. Содержание глюкозы и мочевой кислоты в плазме крови равно соответственно 5,00(0,13 мМоль/л и 2,62(0,07мМоль/л (таблица 8).
Таблица 8 - Биохимические показатели крови экспериментальных крыс и лесных мышей (n=30).
	Концентрация Мо в доб. (мкг/кг)
	Содержание глюкозы (мМоль/л)
	Содержание мочевой кислоты (мМоль/л)

	Крысы

	1.
	Контроль
	5,16 ( 0,14
	1,69 ( 0,05

	2.
	0,0125
	6,04 ( 0,40  p<0.001
	3,78 ( 0,05  p<0.001

	3.
	0,250
	9,21 ( 0,43  p<0.001
	6,22 ( 0,03  p<0.001

	4.
	1,250
	10,20 ( 0,43  p<0.001
	6,88 ( 0,05  p<0.001

	Мыши

	1.
	Контроль
	5,00(0,13
	2,62 ( 0,07

	2.
	НГМЗ
	8,75 ( 0,015  p<0.001
	5,50 ( 0,03  p<0.001


Следующей задачей наших исследований явилось изучение влияния молибдена на морфологию и функции клеток печени. Вес органа, цвет и плотность соответствуют норме. На рисунке 8 показано гистологическое строение печени контрольной группы крыс
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Рисунок 7 – Гистоструктура инсулярного аппарата поджелудочной железы лесной мыши (контрольная группа) (увеличение 7х40).
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Рисунок 8 – Гистоструктура печени контрольной группы крыс (увеличение 10х8).
Таблица 9 – Содержание молибдена, гликогена и кислорода в печени экспериментальных крыс и лесных мышей (по n=30).
	Концентрация Мо в добавках (мкг/кг)
	Содержание Мо в печени

(мг%)
	Содержание гликогена в печени

(%)
	Напряжение кислорода

Ро2 (мм рт.ст.)

	Крысы

	Контроль
	0,0230 ( 0,0001
	3,90 ( 0,02
	52,2 (  0,30

	0,0125
	0,0510 ( 0,0003 p<0.001
	4,50 ( 0,012

p<0.001
	54,1 ( 0,10

p<0.001

	0,250
	0,1230 ( 0,0007 p<0.001
	2,50 ( 0,03

p<0.001
	41,3 ( 0,60

p<0.001

	1,250
	0,0920 ( 0,0003 p<0.001
	1,30 ( 0,01

p<0.001
	35,6 ( 0,30

p<0.001

	Мыши

	Контроль
	0,0190 ( 0,0003
	4,21 ( 0,010
	53,0 ( 0,80

	НГМЗ
	0,0610 ( 0,0002 p<0.001
	1,03 ( 0,002 p<0.001
	39,3 ( 0,60 p<0.001
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Рисунок 9 – Гистоструктура печени лесной мыши контрольной группы животных (увеличение 10х40).

Как видно на рисунке 8, междольковая соединительная ткань плохо выражена. В ней расположены триады. Печеночные балки имеют обычное расположение. Кровеносные сосуды без особенностей.

Содержание молибдена и гликогена в печени контрольной группы животных отражено на таблице 9 и равно соответственно 0,0230(0,0001 мг% и 3,90 ( 0,02%.

Гистологическая структура печени лесной мыши контрольной группы показана на рисунке 9. Строение сосудов, желчеотводящих путей, соединительнотканные элементы соответствуют норме. 
Среди гепатоцитов печени мышей отмечается большее количество клеток с полиплоидным ядром, чем у крыс.

Содержание гликогена и молибдена в ткани печени равно соответственно 4, 21 ( 0,01% и 0,0190 ( 0,0003 мг% (таблица 9).Количество двуядерных клеток равно 25%, полиплоидных — 53%, диплоидных — 22%. 

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 10 - Динамика массы тела и щитовидной железы экспериментальных крыс при действии различных доз молибдена (n = 37).
	Группы животных / микродобавки 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 11).

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 10). 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 11).

Таблица 11 - Динамика частоты сердечных сокращений и дыхания экспериментальных крыс при действии различных доз молибдена (n =37).

	Группы животных / микродобавки 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. 

Таблица 12 - 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 13 - 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 14 - 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 15 - 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

	0,250
	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 16 - 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 17 - Содержание молибдена, гликогена и кислорода в печени экспериментальных крыс и лесных мышей (по n=30).

	Группа животных концентрация 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 **

	0,250
	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 18 - 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 19 - 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
Из анализа цифрового материала таблиц, 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.

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.
Глава 4 Отчет по обобщению и оценке результатов исследований.

4.1 Модели, методы, программы и алгоритмы, позволяющие увеличить объем знаний для более глубокого понимания изучаемого предмета исследования новых явлений, механизмов или закономерностей

Для выполнения НИР использовался ряд современных методов исследования, обеспечивающих высокую достоверность результатов их точность, репрезентативность и не нарушающих положений биоэтики. 

Объективность и полнота полученных результатов обеспечивается одновременным проведением физиологических, морфологических, биохимических исследований в полной мере отражающих адаптационные сдвиги в организме подопытных животных. Полученные в ходе исследований данные обрабатывались с помощью математико-статистических методов. В доступной литературе не встречается исследований подобной полноты, чаще всего исследовался один орган каким-либо одним методом. 
Высокую достоверность и точность  результатов при проведении НИР в рамках выполнения условий госконтракта обеспечивали такие современные методы исследования как: полярографические, спектрографические, биохимические, иммуноферментные, гистологические, электрофизиологические. Из гистологических методов исследования основными являются: 

1. изготовление и окраска гистологических срезов гематоксилином и эозином и их микрометрирования;

2. окраска нуклеиновых кислот по Эйнарсону и определение их количественного содержания с помощью фотоцитометрии;

3. окраска нейросекреторных гранул в гистологических срезах;
4. определение гормонов трийодтиронина, тироксина и тиротропина (Т3, Т4 и ТТГ) иммуноферментным методом с использованием ИФА-анализатора Codas Core (Швейцария) согласно прилагаемой инструкции.
Вся аппаратура  откалибрована, сертифицирована и соответствуют требованиям ГОСТ обеспечивающим высокую точность получаемых значений.

4.2 Рекомендации по возможности использования результатов НИР в реальном секторе экономики 

Разработанная тема НИР позволила организовать и выполнить ряд новых комплексных медико-биологических, фундаментальных и прикладных исследований направленных на изучение влияния молибдена природного и антропогенного происхождения на человека и животных.  Полученные результаты могут быть использованы для разработки научных основ создания эффективной системы жизнеобеспечения, направленной на сохранение здоровья и высокой работоспособности в условиях техногенного загрязнения окружающей среды. Данные по динамике биохимических показателей крови, содержанию молибдена, кислорода и биологически активных веществ в органах и тканях которые помогут в диагностике, профилактике и лечении заболеваний животных и людей, занятых в сфере добычи и переработки молибденовых руд (энтериты, диабет, гепатиты, нарушение фосфорно-кальциевого обмена, подагра и др.), а также проживающих на территориях с избытком или недостатком этого микроэлемента в среде. 
Гистоцитопатология и физиология молибденозов изучены недостаточно, в связи с чем, полученные данные об изменениях структуры органов, биохимических сдвигов в них и функциональных изменениях могут внести ясность в понимание механизмов развития молибденозов и адаптации организма к загрязнению молибденом окружающей среды. Полученные в ходе исследований данные, позволят разработать метод предупреждения и корректировки течения таких социально-значимых заболеваний как тиреотоксикоз, эндемический зоб, вызванный дефицитом йода в биосфере который отмечается на территориях ряда биогеохимических провинций РФ, сахарный диабет за счет доведения количества молибдена в организме до оптимального уровня и оптимизации обмена веществ. Физиологические дозы молибдена компенсируют недостаток йода в среде, что облегчает течение заболеваний связанных с дисфункцией щитовидной железы. 

На основании раскрытых механизмов адаптационных сдвигов на различных уровнях организации животного организма, возможна разработка новых, более эффективных медицинских препаратов и биологически активных добавок. 
Установление стимулирующего эффекта физиологических доз молибдена может принести пользу в сельском хозяйстве, как средство стимуляции анаболических реакций позволяющее снизить затраты и повысить продуктивность в животноводстве, птицеводстве и ряде других отраслей.
Результаты проведенных нами теоретических и экспериментальных НИР по изучению действия различных доз молибдена на кислородный статус органов и тканей организма в связи с эссенциальными свойствами молибдена, а также определению концентрации молибдена в органах гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы и его действия на физиологическое состояние экспериментальных животных  могут быть использованы в лекционных и практических курсах для студентов биологических, химических, медицинских, фармакологических, зоотехнических и ветеринарных факультетов.

Результаты НИР включенные в учебную программу средне-образовательных учреждений могут стать важнейшими компонентами экологического воспитания, способствующими формированию экологического сознания и экологической культуры подрастающего поколения. Экологическое сознание, сформированное на базе результатов научно-исследовательских работ региона имеющего непосредственное отношение к месту проживания учащихся, станет основой воспитания экологической ответственности и глубокой заинтересованности в природоохранной деятельности. 

Также полученные результаты могут быть использованы при создании научно-образовательных курсов для обучения и повышения квалификации научных сотрудников, аспирантов, работников здравоохранения, СЭС, ветеринарных врачей и зоотехников.

Глава 5 Публикация результатов НИР
5.1 Заключение экспертной комиссии по открытому опубликованию
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ИЗМЕНЕНИЯ В СОСУДИСТОЙ СИСТЕМЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ КРЫС ПОД ДЕЙСТВИЕМ МОЛИБДЕНА

З.Х. Шерхов, Х.К. Шерхов, Л.К. Шерхова 
Кабардино-Балкарский государственный университет им. Х.М. Бербекова, г. Нальчик, РФ

Аннотация. На основании проведенного исследования по изучению влияния избытка молибдена в пище на сосудистую систему животных выявлено фибриноидное набухание стенок артерий, эластолиз, фибриллярное разволокнение коллагеновых компонентов сосудов, в микроциркуляторном русле значительное расширение капилляров вследствие нарушения кровообращения, разрушение их целостности и кровоизлияния.

Ключевые слова: молибден, сердечно-сосудистая система 
CHANGES IN VASCULAR SYSTEM OF THE EXPERIMENTAL RATS UNDER THE INFLUENCE OF MOLYBDENUM
Z.H.Sherhov, H.K.Sherhov, L.K.Sherhova 
The Kabardino-Balkarian state university, Nalchik, the Russian Federation

Summary. On the basis of the conducted examination on studying of influence of excess of molybdenum in nutriment on vascular system of animals the fibrinoid bloating of walls of arteries, separation of fibrils on a part of collagenic builders of receptacles, in a microcirculatory bed the appreciable trichangiectasia owing to circulation disturbance, fracture of their integrity and a hemorrhage is taped.
Keywords: molybdenum, cardiovascular system 
Материалы, полученные при изучении физиолого-биохимической роли микроэлементов, являются одной из основ дальнейшего прогресса в области биологии и медицины. Сейчас стало очевидным, что нет ни одного, сколько-нибудь важного биохимического процесса, ни одной физиологической функции, которые были бы осуществимы 
Без участия того или иного микроэлемента. Поэтому для нормального функционирования организма требуется оптимальное насыщение его микроэлементами. Их избыток или недостаток отрицательно влияет на ход биохимических процессов.

Известно, что на территории Кабардино-Балкарской республики (КБР) имеются очаги с повышенным содержанием тяжелых металлов, в том числе и молибдена. Исследования степени накопления, влияния этих накоплений на обмен веществ, активность и синтез гормонов и ферментов, изучение строения органов и тканей организма животных, обитающих на этих территориях на клеточном, субклеточном и молекулярном уровнях, являются основой понимания связи организмов с геохимической средой и их адаптации к меняющимся условиям среды. Исследования в этом направлении так же важны для коррекции повреждающего действия избытка микроэлементов, например, молибдена, на организм животных и лечения заболеваний, вызванных им.

Цель наших исследований – изучить влияние избыточного поступления молибдена в организм с пищей на морфологию сосудистой системы.

Новизна изучаемой проблемы заключается в том, что физиология, гистология, цитология и патологическая анатомия микроэлементозов настоящее время слабо изучены. В литературе имеются лишь фрагментарные данные об изменениях структуры и функции тканей от избытка молибдена, и наши материалы могут внести определенный вклад в расширение представлений о состоянии исследуемых структур при молибденозах.

Задачами нашей работы явилось изучение влияния избытка молибдена в рационе экспериментальных крыс на строение артерий разных калибров, изучение влияния этого же фактора на морфологию вен животных, а так же проследить влияние избытка молибдена в рационе крыс на структуру компонентов микроциркуляторного русла. Определение концентрации Са++ в плазме при этих же условиях.
Биохимические процессы с участием Мо можно разделить на три большие группы [4].

1.
Действие Мо на процессы восстановления нитратов, нитритов и гидроксиламина до аммиака и биосинтез аминокислот.

2.
Участие молибдена в биохимических процессах, связанных с фиксацией молекулярного азота свободноживущими почвенными микроорганизмами и клубеньковыми бактериями в симбиозе с бобовыми культурами.

3.
Влияние Мо на биосинтез нуклеиновых кислот и белков.

В настоящее время известно 15 молибденсодержащих ферментов, три из которых встречаются в животном организме. Это ксантиноксидаза, альдегидоксидаза и сульфитоксидаза. Мо - содержащие ферменты образованы обычно несколькими субъединицами; содержат два атома молибдена и дополнительные простетические группы (молибдоптерин, ФАД, Fe, Гем, S). В биологических системах молибден присутствует в четырех состояниях окисления.
Материалы и методы исследования
Объектом наших исследований явились белые лабораторные крысы линии «Вистар». Для изучения влияния молибдена в рационе на сердечно-сосудистую систему нами были подобраны две группы животных по десять в каждой. Животные подбирались по принципу аналогов – отбирали внешне здоровых самцов весом 180-200 г. Крысы содержались в одинаковых виварных условиях.

Первая группа была контрольной и получала обычный рацион пищи.

Вторая группа – экспериментальная. Она к обычному рациону получала повышенную дозу молибдена в количестве 1,250 мг на кг веса в сутки. Для постановки опытов готовили навески солей молибдена (Na2MoO4 · 2H2O) в пересчете на металл. Во избежание потери металла, навески растворяли в дистиллированной воде и давали животным per os с помощью шприца по 5 мл.

Опыты проводились в течение 30 дней, после чего животных декапитировали. После этого органы извлекали из организма, очищали от окружающих тканей, вырезали кусочки величиной 0,5-1,0 см, этикировали и фиксировали в 10-12 % растворе нейтрального формалина в течение 24 часов.

Кусочки после фиксации промывали 12 часов в проточной воде. Затем подвергали обезвоживанию в спиртах возрастающей концентрации (от 40° до 100о). В каждом из спиртов органы выдерживали в течение 4 часов, затем переносили последовательно в смесь хлороформа и парафина при температуре 37°С в термостате на 30 минут, в парафине I при 55-56оС на 1 час, в парафине II при той же температуре на 1 час, после чего изготовляли парафиновые блоки.
Изготовление срезов производили с помощью санного микротома типа МС-2. Толщина срезов составляла 5-7 микрон.
Срезы окрашивали гематоксилин-эозином. Удачное сочетание красителей позволяет получить общее представление о состоянии исследуемых органов и тканей.
Результаты и их обсуждение

Изучение влияния избытка молибдена в рационе крыс, мы начали с сердечной мышцы. У контрольных животных поперечная исчерченность кардиомиоцитов, состояние сосудов и соединительнотканных компонентов соответствуют норме.

У экспериментальных крыс, получивших высокую дозу Мо, полнокровие органа. Границы кардиомиоцитов нечеткие, поперечная исчерченность не выражена, в цитоплазме имеется пылевидная зернистость. Очевидно это фрагменты распада миофибрилл. Наблюдаемые изменения показывают нарушение сократительной способности миокарда, что влечет за собой нарушения кровообращения. Гипоксия ведет к набуханию и распаду митохондрии, что снижает синтез АТФ.

Таким образом, высокие дозы Мо нарушают в кардиомиоцитах процессы энергообразования и синтез миофиламентов.

Дальнейшие наши исследования посвящены изучению сосудистой системы. Стенки артерий контрольной группы животных имеют типичное строение, соответствующее норме.

Внутренний слой сосуда (tunika intima) состоит из эндотелия и подэндотелиального слоя. Средний слой (tunika media) – из гладких миоцитов, а наружный (tunika externa) – из рыхлой соединительной ткани. Между intima и media имеется внутренняя эластическая мембрана, между media и externa – наружная эластическая мембрана. Они обнаруживаются в виде извитой прозрачной ленточки, причем внутренняя гораздо больше выражена, чем наружная. Между собой мембраны соединяются эластичными волокнами, образующими сеть, а все эластические элементы образуют эластический каркас сосуда.

Как известно, они обеспечивают непрерывный ток крови по сосудам.

У экспериментальной группы крыс оболочки сосудов утолщены, границы клеток плохо выражены, ядра набухшие, наблюдается явление кариолизиса. Внутренняя эластическая мембрана местами разрушена (эластолиз). Адвентициальная оболочка разрастается, в ней коллагеновые волокна набухшие, гомогенезированные, полупрозрачные, расположены рыхло. Разрыхляется в целом вся стенка артерия, оболочки сосуда как бы расслаиваются.

В мелких артериях наблюдаются идентичные изменения. Они выглядят набухшими, просвет сосудов существенно сужен.

Наблюдаемые структурные изменения можно объяснить различными механизмами.

Механизм первый. При повышении содержания молибдена в организме, он накапливается в органах и тканях и оказывает разностороннее действие на ряд биохимических процессов, в частности подавляет процесс гемоглобинообразования. Молибден, образуя нерастворимые соединения с медью, снижает ее содержание в организме. Это приводит к снижению концентрации церуллоплазмина, регулирующего синтез гемоглобина. Как следствие развивается анемия и снижение сократительной способности сердца и способствует созданию тканевой гипоксии.

По данным Елисеева [3] в условиях тканевой гипоксии биосинтез коллагеновых и неколлагеновых белков, глюкозоамингликанов фибробластами усиливается. Фибробласты встречаются во всех трех оболочках сосудов, и повышение их синтетической активности приводит к изменениям сосудистой стенки. Синтезируемые и выделяемые фибробластами гликозаминогликаны регулируют структуру и функции межклеточного вещества. Они представляют собой крупные отрицательно заряженные гидрофильные полисахариды. Молекулы гликозоамингликанов связывают большое количество молекул воды и ионов (в частности Na+, Са++), входящих во внеклеточную жидкость. Связаннее между собой крупные молекулы гликозоамингликанов образуют гель, через который диффундируют метаболиты.

Сосудистые стенки артерий, особенно во внутреннем подэндотелиальном слое и базальной мембране эндотелия, содержат много таких гликозоамингликанов как гиалуровая кислота, хондротинсульфаты, дерматансульфат, гепаринсульфат и гепарин. Они регулируют проницаемость [2,3] сосудистой стенки.

Наблюдаемые нами структурные изменения в артериях мышечно-эластического типа, мы объясняем наличием в организме экспериментальных животных тканевой и клеточной гипоксии, обусловленной высокой концентрацией Мо в рационе. Как следствие этого повышение активности фибробластов, увеличение концентрации глюкозамингликанов, повышающих проницаемость соединительнотканных компонентов стенок сосудов. В этих условиях развивается плазморрагия – выход плазмы из кровеносного русла. Следствием плазморрагии является пропитывание плазмой стенки сосудов и окружающих тканей. При повышении проницаемости в стенке сосудов накапливаются белки плазмы, происходит их денатурация, переципитация и коагуляция. Накопление и превращение белков плазмы в сосудистой стенке сопровождается повреждением ее структурных элементов, прежде всего базальной мембраны, эластических элементов и эндотелиальных и мышечных клеток. Повреждения стенок сосудов, особенно мелких артерий, сопровождается некрозом. Некротические массы пропитываются белками, в том числе фибрином и развивается фибриноидное набухание мелких артерий.
Второй механизм. Известно, что при избытке Мо в организме, он откладывается в костях. При этом он вытесняет Са из костной ткани и, содержание последнего в плазме крови повышается. В наших опытах динамика содержания Са в плазме крови крыс показана на таблице 1.

Таблица №1
Динамика содержания ионов кальция в плазме крови 

экспериментальных крыс

	Концентрация Мо в рационе

(мг/кг)
	Концентрация Са++ в плазме 

(мэкв/л)

	1. Контроль
	4,45 ± 0,08

	2. 0,012 г (физиологич. доза)
	4,65 ± 0,03

Р<0,05

	3. 1,125 мг/кг (токсическая доза)
	7,23 ± 0,09

Р<0,05


Как видно из таблицы, концентрация Са++ в плазме увеличивается до 7,23±0,09 мЭкв/л (контроль – 4,45 ± 0,08 мЭкв/л).

Хенниг [5] указал, что при молибденозах происходит разрушение эластических мембран, но механизм этого явления не раскрыл. В настоящее время известно, что одной из многочисленных функций ионов кальция в организме является его взаимодействие с ферментами с повышением их активности. Как известно, эластические волокна состоят молекул белка эластина, уложенных определенным образом. Этот белок разрушается гидролитическим ферментом эластазой. Наблюдаемое разрушение эластических волокон сосудов на препаратах, возможно обусловлено изложенным выше механизмом.

Механизм третий. При повышенном поступлении молибдена в организм, нами отмечены нарушения в миокарде синтеза сократительных и энергетических структур, снижающих его работоспособность. Нарушение гемодинамики за счет этого, может служить одним из основных условий, создающих тканевую гипоксию со всеми вытекающими отсюда следствиями. 

Механизм четвертый. По данным лаборатории повышенное поступление Мо в организм вызывает повышение активности SO и PV ядер гипоталамуса, где вырабатывается антидиуретический гормон (АДГ). Он активирует гиалуронидазу, которая вызывает деполимеризацию гиалуроновой кислоты, расположенной в местах контакта эндотелия, базальной мембраны и основного межклеточного вещества. Это сопровождается значительным повышением тканевой и сосудистой проницаемости, мукоидным или фибриноидным набуханием, которые ведут к некротичским процессам и разрастанию соединительной ткани.

В изученных нами органах мы наблюдали венозное полнокровие, при котором отток крови от органа затруднен. Это приводит к расширению вен, капилляров, замедлению в них кровотока, что создает тканевую гипоксию, которая приводит к дистрофическим и некротическим изменениям.
Деструктивные изменения отмечаются и в венах безмышечного типа. У контрольной группы животных печеночная паренхима и сосудистая система находятся в состоянии нормы.

При микроскопическом исследовании печени экспериментальных крыс отмечается полнокровие печеночной, собирательной, центральной вен и синусоидов. Печеночные дольки с расширенными центральными венами и синусоидами. Последние расширяются в центральных и средних отделах дольки, где встречают сопротивление со стороны впадающих в синусоиды капиллярных разветвлений печеночной артерии, давление в которых выше чем в синусоидах. Во многих дольках встречаются кровоизлияния, гепатоциты здесь подвергаются дистрофии, атрофии и погибают. Поврежденные участки заполняются соединительной тканью. Ее образование связано с пролиферацией клеток синусоидов – липоцитов, которые могут выступать в роли фибробластов, а вблизи центральных и собирательных вен – с пролиферацией фибробластов адвендиции этих вен. По данным литературы [4,5] в этих условиях синусоидные капилляры заменяются капиллярами со сплошной базальной мембраной. Это усугубляет гипоксию и ведет к прогрессированию атрофических и склеротических изменений печени.

Итак, повышение концентрации молибдена в рационе вызывает расширение вен мышечного, безмышечного типов и капиллярной сети. Это вызывает замедление кровотока, способствует плазморрагии, развитию тканевой гипоксии, разрушению целостности капилляров и образованию кровоизлияний. 

В почках избыток молибдена вызывает увеличение размеров и полнокровие органа, за счёт нарушения кровообращения. Наблюдается мукоидное набухание стенок крупных артерий и вен, особенно, полнокровны вены мозгового вещества и промежуточной зоны. В условиях нарастающей гипоксии возникает дистрофия эпителия канальцев. В строме отмечается отек и геморрагия.

В корковом веществе встречаются почечные тельца, содержащие большое количество жидкости. Видимо, это является следствием нарушения проницаемости капилляров сосудистого клубочка. Ядра эндотелия капилляров гиперхромные, отмечается кариорексис. Отдельные клубочки некротизированы, имеются очаги кровоизлияния, фибриноидный некроз сосудистых клубочков отдельных нефронов, лимфоидная инфильтрация.

Обобщая результаты микроскопирования срезов почек опытных животных, можно полагать, что в почках, как и в других изучаемых органах, под влиянием больших доз молибдена нарушается структура кровеносных сосудов разного калибра. Особенно страдает капиллярное кровообращение, что видимо, обусловлено усилением синтеза гликозамингликанов и ламинина мезанглиальными клетками и развивающейся тканевой гипоксией. 
В некоторых эндокринных органах, в частности надпочечниках также наблюдается фибриноидное набухание мелких артерий и вен, а в мозговом веществе расширение капилляров.

Полагаем, что эти структурные изменения вызваны изложенными выше факторами, обусловленными повышением содержания молибдена в рационе экспериментальных животных.

Заключение

Обобщая результаты наших исследований по изучению влияния избытка молибдена в пище на сосудистую систему животных, мы пришли к следующим выводам:

1. Повышенное содержание молибдена в рационе животных вызывает фибриноидное набухание стенок артерии, эластолиз, фибриллярное разволокнение коллагеновых компонентов сосудов.

2. Изучаемый фактор вызывает венозное кровонаполнение органов. При этом расширяются вены всех типов, их стенки подвержены фибриноидному набуханию и вакуолизации вследствие тканевой гипоксии.

3. В микроциркуляторном русле отмечается значительное расширение капилляров вследствие нарушения кровообращения, разрушение их целостности и вызванное этим кровоизлияние. 

4. Под действием избытка Мо в рационе содержание ионов кальция существенно повышается.

Научно-исследовательская работа проведена при финансовой поддержке Министерства образования и науки РФ в рамках ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009 – 2013 годы.
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ВЛИЯНИЕ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ И ГИПОКСИИ НА СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТУЮ СИСТЕМУ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ
З.Х. Шерхов, Х.А. Курданов, Л.К. Шерхова 

Центр медико-экологических исследований – филиал ГНЦ РФ института

 медико-биологических проблем РАН, г. Нальчик, Россия.

Цель настоящего исследования - изучение влияния загрязнения среды молибденсодержащими отходами, а также дозозависимого действия молибдена на структуру и функции сердца в условиях гипоксии.

Эксперименты проведены на белых лабораторных крысах линии «Вистар». Исследования проводились с использованием электрофизиологических, гистологических, радиоиммунных,  иммуноферментных, полярографических и математических методов. 

Установлено, что физиологическая доза молибдена в количестве 0,0125 мг/кг веса стимулирует работу сердца, повышает высотный потолок его нормальной жизнедеятельности на 1,2 км.

Молибден в количестве, соответствующем его содержанию в очагах загрязнения техногенными среды отходами производства, нарушает структуру сердечной мышцы, снижает его работоспособность и ВПНДС. 

Токсическая доза молибдена вызывает значительные нарушения в метаболизме белков миокарда, может вызвать необратимые структурные повреждения миокарда, ВПДС уменьшается в два раза.

ВЛИЯНИЕ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ И ГИПОКСИИ НА СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТУЮ СИСТЕМУ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

З.Х. Шерхов, Х.А. Курданов,  Л.К. Шерхова 

Центр медико-экологических исследований – филиал ГНЦ РФ института

 медико-биологических проблем РАН, г. Нальчик, Россия.

 Исследования, посвященные влиянию различных доз микроэлементов в сочетании с гипоксией на организм животных и человека, весьма ограничены. В то же время они достаточно актуальны, так как в настоящее время происходит интенсивное загрязнение окружающей среды техногенными отходами, содержащими различные микроэлементы. По известной миграционной цепи почва – вода – растения – животные, они могут поступать в организм животных и человека. Являясь составной частью, активаторами или ингибиторами многих биологически активных веществ, микроэлементы оказывают существенное влияние на жизнедеятельность человека и животных. Их избыточное или недостаточное поступление в организм нарушает нормальный ход тех биохимических процессов, для которых они необходимы.

 Цель настоящего исследования - изучение в модельных экспериментах влияния загрязнения среды молибденсодержащими отходами добычи и переработки молибденовых руд, а также дозозависимого действия молибдена на структуру и функции сердца в условиях гипоксии.

 Методика 

Для выполнения работы нами использованы белые лабораторные крысы линии Вистар. Были подобраны четыре группы животных по принципу аналогов с учетом веса, возраста и пола по 10 особей в каждой. Пороговая концентрация порогового действия определялась в серии установочных экспериментов где группы животных получали добавки  соли молибдена: 0,0010; 0,0025; 0,0125; 0,125; 0,250 и 1,250 мг/кг живого веса. Эксперименты проводились в течение 60 дней, после чего их забивали и брали органы для исследований. Предельно допустимая концентрация молибдена (ПДК) составляет 0,025 мг/л, а LD50 – 30 мг/кг.

Первая группа – контрольная. Она находилась на обычном виварном рационе, состоящем из продуктов местного происхождения. Вторая группа - 0,0125 мг/кг (физиологическая доза). Третья группа – к основному рациону получала микродобавки молибдена в количестве 0,425 мг / кг веса (то количество, которое содержится в воде в районе хвостохранилища Тырныаузского вольфрамово-молибденового комбината (ТВМК)), четвёртая - 1,25 мг/кг веса (токсическая доза). Физиологическая потребность крыс в молибдене равна 0,02 мг/веса в сутки [10]. В составе суточного рациона крыс, состоящем из продуктов местного происхождения животные получали молибдена 0,0128 мг/кг веса т.е. меньше нормы. Это обусловлено тем, что в биосфере Кабардино-Балкарии, особенно в горных районах наблюдается дефицит ряда микроэлементов, в том числе и молибдена [7,13]. 

Известно, что химический элементарный состав животного организма находится в тесной взаимосвязи с его основными источниками питания – водой, растениями, а состав последних зависит от состава атмосферы, почвы и почвенных вод. 

Исходя из обнаруженного нами дефицита молибдена во всех звеньях пищевой цепи а также  прямой зависимости активности молибденсодержащих ферментов от его концентрации в организме, был проведен эксперимент с использованием 7 групп крыс линии «Вистар».

Были использованы микродобавки молибдена к основному рациону в количестве от 0,0010 до 1,250 мг/кг. 

В результате этих опытов нами выявлены, пороговые концентрации молибдена для крыс в количестве 0,0125 мг/кг в сутки оказывающие стимулирующее влияние на организм экспериментальных крыс и являющиеся физиологической дозой. Добавка молибдена в количестве 1,25 мг/кг вызывает явно выраженные патологические изменения, следовательно, для крыс она является токсической. Поэтому для изучения дозозависимого влияния молибдена на сердечно-сосудистую систему во второй и третьей группах животных в рацион вводили установленные пороговые концентрации. Навески соли молибдата натрия готовили в пересчете на металл и давали животным per. os.

Так как добыча и переработка молибденовых руд происходит в горных условиях, определённый интерес представляет изучение адаптивных возможностей сердца к гипоксической нагрузке. В связи с этим, животных экспериментальных групп подвергали действию барокамерной гипоксии при одновременной записи ЭКГ с помощью прибора КТД-2 фирмы «Медикор». Запись ЭКГ производили со скоростью 50 мм/сек. Опыты проводили в течение 30 дней.

Для изучения возможного механизма дозозависимого влияния молибдена на адаптационные процессы в миокарде, определяли концентрацию «анаболических» (инсулина) и «катаболических» (кортикостерона и кортизола) гормонов в плазме крови. Содержание кортизола и инсулина определяли радиоиммунным методом с помощью коммерческих РИА - наборов (В/О «Изотоп», Россия и «Amersham» Англия), а кортикостерон иммуноферментным методом на анализаторе Мультискан (Финляндия) при помощи наборов «Алкор-био» согласно инструкциям, прилагаемым к приборам.

 Так как молибден входит в состав ферментов, генерирующих активные формы кислорода, запускающие ПОЛ, мы определили содержание малонового диальдегида (МДА) в плазме крови животных по M. Uchiyama, M. Mihara (1978) [14].

Животных выводили из эксперимента декапитацией под гексаналовым наркозом (100мг/кг, внутрибрюшинно) соблюдая правила биоэтики, вскрывали и с помощью полярографа pl-7 определяли концентрацию молибдена и напряжение кислорода в миокарде. Вырезали сердце, взвешивали, брали кусочек миокарда для морфологических исследований и подвергали обычной гистологической обработке. Парафиновые срезы толщиной 5-7 мкм окрашивали гематоксилином и эозином по Эрлиху и исследовали под микроскопом.

Полученные данные обработаны с помощью пакета программ входящих в комплект оборудования, а так же методом вариационной статистики с использованием критерия t Стьюдента и программы «Statistica» V6.0.

Результаты и обсуждение.

Морфофизиологические исследования контрольной группы животных показали, что кардиомиоциты, соединительнотканные компоненты, а также коронарные сосуды имеют типичное строение для состояния нормы.

На кардиограмме амплитуда зубца R составляет 0,53±0,008 см, PQ-0,07 сек., комплекс QRS – 0,05 сек., интервал R-R 0,13 сек., ЧСС-461 уд/мин (табл. 2, 3). Содержание молибдена и рО2 в миокарде составляют 1,1±0,01 мкг% и 24,7±0,90 мм рт. ст. (табл. 2). Концентрация инсулина, кортикостерона и кортизола в плазме крови равны соответственно 1,45±0,002мкЕд/мл, 11,32±0,01 пг/мл и 3,00±0,01 нмоль/л, а уровень МДА - 2,33±0,21 мкмоль/л. Вес сердца - 1,260±0,01 г (табл. 1).

Высотный полок нормальной жизнедеятельности сердца (ВПНДС) равен 8 км. (табл. 2).

При воздействии на организм крыс физиологической дозой молибдена в структуре сердечной мышцы происходят изменения, указывающие на повышение функциональной активности. Обнаружено увеличение объёмов и более четко выраженная исчерченность кардиомиоцитов. Объем ядер несколько увеличен, хроматин мелкозернистый, равномерно распределен в кариоплазме. Количество функционирующих капилляров в прослойках соединительной ткани увеличивается, что указывает на усиление кровоснабжения органа. Вес сердца заметно повышается и равен 1,540±0,02 г (табл. 2).

Содержание молибдена и напряжение кислорода в миокарде увеличиваются и равны соответственно 1,4±0,05 мкг% и 27,5±1,0 мм рт. ст. (табл. 2).

Механическая эффективность сердца повышается, что отражается на его электрофизиологических показателях. Амплитуда зубца R составляет 0,65±0,002 см, сегмент PQ укорачивается и равен 0,05 сек., а комплекс QPS - 0,06 сек., интервал R-R - 0,14 сек., ЧСС-450 уд./мин (табл. 2, 3).

ВПНДС увеличился до 9,2 км. Выше наблюдается брадикардия, ишемия, экстрасистолия, которые при снижении восстанавливаются на высоте 6 км (табл. 2).

В литературе имеются работы, указывающие на положительное влияние малых доз молибдена на синтез РНК, АТФ и белков [8,3,2]. Являясь составной частью, активатором или ингибитором многих ферментов, молибден оказывает многостороннее влияние на обмен веществ в животном организме.

Видимо, в условиях наших экспериментов микродобавки молибдена в количестве 0,0125 мг/кг, восполняя его дефицит в организме животных до уровня физиологических потребностей, стимулируют анаболические и энергетические процессы в кардиомиоцитах, повышают функциональную активность сердца.

Концентрация инсулина в плазме крови животных несколько повышается (1,91±0,04 мкЕд/мл), а кортикостерон и кортизол практически не изменились (11,08±0,03 пг/мл и 3,13±0,02 нм/л). Уровень МДА равен 2,51±0,12 мкмоль/л (табл. 1).

Известно, что в процессах адаптации организма к стрессовым ситуациям ведущую роль играет биосинтез белков и макроэргов [5]. В данном случае, применяемые нами микродозы молибдена, стимулируя эти процессы и выработку инсулина, повышают адаптационные возможности сердца к гипоксии.

Микродобавка молибдена в количестве 0,0125 мг/кг  вызывает увеличение содержания в миокарде молибдена, кислорода и МДА (табл. 1, 2), стимулирует пластический и энергетический обмен через ферментные и гормональные системы, улучшает физиологические показатели работы сердца и повышает его адаптационные возможности. 

Анализ результатов экспериментов, где применяли микродобавки в количестве 0,425 мг/кг (что соответствует дозе, воздействующей на организм животных в очагах загрязнения среды техногенными отходами молибдена), показал значительные структурные изменения в миокарде и функциональные изменения сердца.

В миокарде животных данной группы имелась очаговая мелковакуольная дистрофия кардиомиоцитов, множественные мелкие диссеменированные очажки миоцитолиза и фибролиза, расположенные преимущественно в субэндокардиальном слое левого желудочка. Стенки средних, мелких артерий и артериол утолщены, гомогенны с признаками повышения проницаемости сосудов. Вены и капилляры расширены, периваскулярное разрастание соединительной ткани. В интактных кардиомиоцитах явления регенерационной гипертрофии.

На ЭКГ сегмент PQ, комплекс QRS, интервал R-R увеличиваются и равны соответственно 0,08, 0,09 и 0,17 сек. (табл. 3). Амплитуда R снижается и равна 0,40 см, зубец Р слабо положительный, отклонение сегмента ST от изоэлектрической линии вверх, редко вниз с последующим слиянием начальной и конечной частей желудочкового комплекса. Обнаруживаются двух-монофазные колебания, указывающие на развитие очаговых нарушений проводимости и выпадение части структур сердца из процесса возбуждения. ЧСС у животных снижается и составляет 335 уд/мин (табл. 2).

В миокарде содержание молибдена значительно нарастает и равно 1,6±0,07 мкг%. Напряжение кислорода снижается и составляет 18,3±0,5 мм рт. ст. Вес органа снижается.

 Содержание инсулина в плазме крови уменьшается до 0,60±0,006 мкЕд/мл. Концентрация кортикостерона повышается существенно (до14,41±0,01), а кортизола незначительно (3,59±0,02 нмоль/л) (табл. 1). ВПНДС у животных этой группы снижается. Уже на высоте 6 км отмечается брадикардия (230 уд/мин.), ишемия и аритмия. При «спуске» эти показатели нормализуются только на высоте 3 км.

Указанные морфологические и функциональные изменения могут быть обусловлены рядом факторов, вызванных избыточным поступлением и отмеченным выше отложением молибдена в тканях организма, в том числе в миокарде.

Структурные изменения, имеющие место в миокарде (мелковакуольная дистрофия кардиомиоцитов, очаговая оксифилность миокарда, расширение вен и капилляров, плазморрагия, частичная утрата поперечной исчерченности мышечных клеток, очаги миоцитолиза) и обнаруженное нами снижение содержания гемоглобина на 15% [11] и напряжения кислорода, позволяют говорить о наличии в миокарде тканевой гипоксии. 

Как известно, молибден входит в состав ряда ферментов (ксантиноксидаза, альдегидоксидаза, сульфитоксидаза), активность которых находится в прямой зависимости от обеспеченности организма молибденом. При увеличении содержание молибдена в рационе экспериментальных животных до 0,425 мг/кг веса их активность значительно повышается. Уровень МДА в плазме поднимается до 3,75±0,11 мкмоль/л (табл. 1). Так как они генерируют активные формы кислорода, они могут выступать в роли прооксидантов, запускающих ПОЛ. Продукты ПОЛ делают клеточные мембраны проницаемыми для ионов водорода и кальция [4]. Это приводит к повышению уровня внутриклеточного кальция, активации фосфолипазы А, пробою мембраны, выходу лизосомных ферментов в межклеточное пространство, разобщению окислительного фосфорилирования в митохондриях и энергетическому голоду. Развитию указанных процессов, видимо, может способствовать избыточное поступление молибдена в организм животных через активацию молибденсодержащих ферментов и вытеснение кальция из костной ткани [9]. Как известно, при гиперкальциемии нарушается процесс расслабления мышц, а в проводящей системе сердца - генерация биопотенциалов, что отражается на работе сердца. В условиях нашего опыта, концентрация кальция в плазме крови животных повышается на 2,7±0,01 мЭкв/л [12]. В норме концентрация кальция регулируется с высокой точностью. Видимо, у экспериментальных крыс этой группы имеет место дисбаланс выработки гормонов кальциотонина, паратгормона и нарушается гомеостаз кальция. 

Ряд исследователей [1, 6] полагают, что одним из факторов повреждений миокарда при экстремальных ситуациях, может быть дисбаланс синтеза «анаболических» и «катаболических» гормонов и нарушения метаболизма белков - преобладание распада над ресинтезом. В наших опытах с применением микродобавок молибдена в количестве 0,425 мг/кг веса обнаружено снижение уровня инсулина на фоне повышения кортикостерона и кортизола. На гистологических срезах миокарда, как изложено выше, отмечается частичное исчезновение поперечной исчерченности кардиомиоцитов и очаги миоцитолиза.

Одновременно с процессами катаболизма запускаются и анаболические процессы для  восстановления нарушенного гомеостаза. Как известно, в сердечной мышце отсутствует репаративная регенерация. На месте погибших клеток образуются очаги некроза, которые заменяются соединительной тканью, что снижает сократительную способность миокарда. Восстановление утраченной работоспособности происходит за счет гипертрофии интактных кардиомиоцитов.

Итак, применение микродобавок молибдена, соответствующих его количеству в местах загрязнения среды молибденсодержащими отходами его производства, в миокарде происходят структурные изменения, приводящие к снижению работоспособности сердца, дисбалансу «катаболических» и «анаболических» гормонов, увеличению содержания молибдена и уменьшению напряжения кислорода в миокарде и снижению ВПНДС до 6 км.

У животных, получавших токсическую дозу (1,25 мг/кг веса) в миокарде отмечается снижение напряжения кислорода до 12,0±0,7 мм рт. ст., концентрация молибдена, снижается по сравнению с предыдущей группой и равна 1,9±0,02 мкг% (табл. 2, 3).

Основным путем поступления молибдена в организм является тонкий кишечник. У животных, получавших данную дозу молибдена, в тонком кишечнике мы наблюдали структурные изменения, характерные для катарального десквамативного энтерита [11]. К концу экспериментов у них развивалась диарея. В связи с этим у них могут нарушиться процессы  всасывания и отложения молибдена в тканях. Видимо этим объясняется некоторое его снижение в миокарде.

В сердечной мышце, как и в предыдущей группе, имелись множественные мелкие диссеминированные очажки миоцитолиза и коагуляционного некроза по типу восковидного. В участках миоцитолиза наблюдалась слабо выраженная макрофагальная реакция, в то время как очаги коагуляционного некроза носят ареактивный характер. Миоцитолиз, по-видимому, является результатом выхода лизосомных ферментов и повреждением как  клеток, так и межклеточного вещества. Границы кардиомицитов нечеткие, ядра гиперхромные, поперечная исчерченность плохо выражена, глыбчатый распад цитоплазмы.  Отмечены очаги заместительного фиброза, по периферии которых выраженная регенерационная гипертрофия кардиомиоцитов.

В кардиограмме имеются отклонения, присущие сердечной недостаточности. ВПНДС снижается и уже на высоте 4,7 км появляются характерные признаки ишемии, брадикардии и аритмии.

Концентрация кортикостерона, кортизола и инсулина в плазме равны соответственно 15,2±0,06 пг/мл, 3,94±0,03 нмоль/л и 0,50±0,001мкЕд/мл (табл. 1).

Уровень МДА поднимается до 4,35±0,03 ммоль/л, следовательно можно говорить о дальнейшем усилении ПОЛ и образовании активных форм кислорода.

Итак, по результатам наших экспериментов, физиологическая доза молибдена в количестве 0,0125 мг/кг веса стимулирует работу сердца, повышает высотный потолок его нормальной жизнедеятельности на 1,2 км (табл. 2).

Молибден в количестве, соответствующем его содержанию в очагах загрязнения техногенными среды отходами производства, нарушает структуру сердечной мышцы, снижает его работоспособность и ВПНДС. 

Токсическая доза молибдена вызывает значительные нарушения в метаболизме белков миокарда, может вызвать необратимые структурные повреждения миокарда, ВПДС уменьшается в два раза.

Научно-исследовательская работа проведена при финансовой поддержке Министерства образования и науки РФ в рамках ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009 – 2013 годы.
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Таблица 1.

Динамика концентрации инсулина, кортикостерона, кортизола и МДА в плазме крови экспериментальных крыс под действием различных доз молибдена (n = 50).

	Группы животных

Мо (мг/кг)
	Инсулин

(мкЕg/мл)
	Кортикостерон

(пг/мл)
	Кортизол

(нмоль/л)
	МДА

(мкмоль/л)

	контроль
	1,45±0,002
	11,32±0,01
	3,00±0,01
	2,33±0,21

	0,0125
	1,91±0,04*
	11,08±0,03*
	3,13±0,02*
	2,51±0,12*

	0,425
	0,60±0,006*
	14,41±0,01*
	3,59±0,02*
	3,75±0,11*

	1,25
	0,50±0,001*
	15,2±0,06*
	3,94±0,03*
	4,35±0,03*


* – P<0,05
Таблица 2.

Динамика веса, содержания гликогена, Мо и pO2 в сердечной мышце экспериментальных крыс под действием молибдена (n = 50). 

	Группы животных

Мо (мг/кг)
	Мо

(мкг%)
	pO2
(мм рт.ст.)
	вес сердца
(г)
	ЧСС

(уд/мин)


	ВПНДС

(км)

	контроль
	1,1(0,01
	24,7(0,9
	1,260(0,0011
	461
	8

	0,0125
	1,4(0,05*
	27,5(1,0*
	1,540(0,0021*
	450*
	9,2*

	0,425
	1,6±0,07*
	18,3±0,5*
	1,601±0,0530*
	335*
	6*

	1,25
	1,9(0,02*
	12,0(0,7*
	1,410(0,0021*
	230*
	4,7*


* – P<0,05

Таблица 3.

Электрофизиологические показатели работы сердца экспериментальных крыс получавших физиологическую и токсическую дозы молибдена (n = 50).

	Группы животных 
Мо (мг/кг)
	сегмент PQ (с)
	комплекс QRS (с)
	интервал R-R (с)
	амплитуда R 
(см)

	контроль
	0,07
	0,05
	0,13
	0,53(0,008

	0,0125
	0,05*
	0,06*
	0,14*
	0,65(0,002*

	0,425
	0,08*
	0,09*
	0,17*
	0,40(0,003*

	1,25
	0,11*
	0,16*
	0,26*
	0,30(0,008*


* – P<0,05
Морфофизиологические изменения в различных типах мышц под действием молибдена и гипоксии

З.Х. Шерхов, М.Х. Курданова,  Х.И. Шерхова,  Л.К. Шерхова

Центр медико-экологических исследований – филиал ГНЦ РФ 
Института медико-биологических проблем РАН, г. Нальчик, Россия.

Молибден является эссенциальным микроэлементом. Он входит в состав ряда ферментов: ксантиноксидазы, сульфитоксидазы и альдегидоксидазы. Его избыток или недостаток отрицательно влияют на течение биохимических процессов, катализируемых этими ферментами. Он также является стимулятором или ингибитором многих ферментов в организме животных. Поэтому накопление молибдена в техногенных отходах и его продолжительное действие на флору и фауну проявляется эндемическими заболеваниями (Ковальский, 1974) [7] или создаёт фон для проявления других заболеваний.

Данное исследование посвящено изучению физиологической и токсической дозы молибдена, молибдена и гипоксии на периферический двигательный аппарат животных. Оно обусловлено наличием локальных техногенных загрязнений среды отходами добычи и переработки молибденовых руд на территории Кабардино-Балкарии в условиях горной гипоксии. Исследования такого рода помогут пониманию механизмов действия микроэлементов на организм животных и человека, в диагностике, лечении и профилактике болезней, обусловленных микроэлементозами. 

Материал и методика

Объектом наших исследований были белые лабораторные крысы линии «Вистар». Были отобраны 5 групп животных по 15 особей в каждой по принципу аналогов. Первая группа – контрольная. Она находилась на обычном виварном рационе, состоящем из продуктов местного происхождения. Вторая группа к основному рациону получала физиологическую дозу молибдена (0,0125 мг/кг в сутки). Третья группа – токсическую дозу (1,25 мг/кг в сутки). Животные четвёртой и пятой групп получали соответственно физиологическую и токсическую дозу молибдена и одновременно подвергались действию барокамерной гипоксии. Из барокамеры откачивали воздух до 450 мм рт. ст., что соответствует высоте подъёма 5 км. Время экспозиции 10 минут, количество «подъёмов» - 5 раз в день. Эксперименты продолжались в течение 30 дней. 

В конце опыта животных декапитировали под наркозом и в подогретом до 370С физиологическом растворе отпрепаровывали m.plantaris и m.soleus. Напряжение кислорода в мышцах определяли с помощью полярографа LP-7Е. Для регистрации механической активности мышц использовали механотрон, преобразующий механические изменения в колебания электрического тока, частота раздражения 35 имп/сек, запись миограмм производили с помощью самописца Н338-6П. Поскольку молибден входит в состав ферментов, генерирующих активные формы кислорода, существенно влияющие на работоспособность мышц, мы определяли уровень малонового диальдегида (МДА) в плазме крови по M. Uchiyama, M. Mihara (1978) [17].

Для характеристики функционального состояния мышц изучали динамику утомляемости, возбудимости и абсолютной силы мышц по общепринятым методикам. Морфологию мышц изучали с применением обычной гистологической техники. Срезы окрашивали гематоксилином и эозином. Полученные данные обработаны с помощью специализированной программы «Статистика – 6».

Исследования проведены с соблюдением биоэтических правил, одобренных ведомственным комитетом по биоэтике.

Результаты экспериментов и их обсуждение

В изучаемой нами m.plantaris содержится около 50% быстрых нейромоторных единиц, а в m.soleus – их мало. В m.soleus медленных нейромоторных единиц 84%.

У контрольных животных порог возбудимости и абсолютная сила m.plantaris равны соответственно 6В и 0,32 кг/см2. На ритмические электрические раздражения мышца отвечает адекватным ритмическим сокращением. Амплитуда сокращений падает до нуля, и наступает утомление на 9 минуте после начала раздражения.

У медленной m.soleus порог возбуждения 9В, а абсолютная сила равна 0,23 кг/см2. Утомление наступает на 13 минуте от начала раздражения.

Под действием физиологической дозы молибдена морфофизиологические показатели изучаемых мышц у животных 2-ой группы изменились. Они во многом носят однотипный характер. Так, абсолютная сила обеих мышц увеличилась и равна у m.plantaris 0,43 кг/см2, а у m.soleus – 0,30кг/см2, утомляемость уменьшилась и соответствует у быстрой мышцы 11 минут, у медленной – 15 минут. Амплитуда сокращения мышц на миограммах увеличилась. Порог возбудимости мышц практически не изменился. 

Анализ результатов второй серии экспериментов позволяет говорить о благотворном влиянии микродобавок молибдена в количестве 0,0125 мг/кг в сутки на структуру и функции как быстрых, так и медленных мышц.

В наших опытах экспериментальные крысы в составе пищи и воды получали в сутки 0,0128 мг/кг веса молибдена при норме 0,02 мг/кг. 

Полагаем, что применяемые нами микродозы молибдена в количестве 0,0125 мг/кг в сутки доводит его содержание в организме до оптимального плато и через ферментные системы стимулирует как пластический, так и энергетический обмен. Положительное влияние определенных количеств молибдена на эти процессы отмечаются в работах ряда авторов [2, 4, 6, 12] .

К основному рациону 3 группы экспериментальных крыс, с целью изучения повреждающего действия молибденоза на периферический двигательный аппарат добавляли повышенные дозы молибдена (1,25 мг/кг).

Как показал анализ результатов опыта, абсолютная сила изучаемых мышц уменьшается и равна у m.plantaris 0,18 кг/см2, у m.soleus 0,12 кг/см2. Порог возбуждения и утомляемость увеличились соответственно у m.plantaris на 5В и 7 минут, а у m.soleus на 4В и 8 минут. Амплитуда сокращений существенно уменьшилась, наблюдается трансформация ритма и зубчатый тетанус. Напряжение кислорода в мышцах падает и равно в m.plantaris 20 мм рт. ст., а в m.soleus - 25 мм рт. ст. Уровень МДА повышается и равен 6,43(0,20 мкмоль/л.

При гистологическом исследовании обнаружены мышечные волокна с интенсивно оксифильной саркоплазмой, утраченной поперечной исчерченностью, глыбчатым распадом и миолизом. В интактных волокнах поперечная исчерченность усилена, ядра увеличены, хроматин пылевидный, расположен по периферии кариоплазмы. Отмечается расширение сосудов, в периваскулярной строме отёк, разволокнение соединительной ткани.

Одной из причин, вызывающих эти изменения, может быть недостаточное поступление к мышцам кислорода, обусловленное изменениями в системе крови и кровообращения в условиях избыточного поступления молибдена в организм. 

У животных 3 группы наблюдается значительные функциональные и структурные изменения со стороны сердца и анемия. Содержание гемоглобина в крови снизилось на 15%. Очевидно, это связано с повышением содержания Мо в организме. Молибден, являясь антагонистом меди и сульфатов, угнетает активность медьсодержащих ферментов в том числе и церулоплазмина [16]. 

На возбудимость и сократимость мышц значительное влияние оказывает содержание Са2+ в межклеточном пространстве и в волокнах. Наблюдаемое нами увеличение порога возбудимости и нарушения сократимости мышц при избытке молибдена в рационе, видимо, связано с повышением концентрации ионов кальция в плазме крови и тканях экспериментальных животных на 2,7 мэкв/л.

Концентрация кальция в мышечных волокнах близка к его концентрации во внеклеточной жидкости [8, 13]. В условия наших опытов возможно повышенное поступления ионов кальция в мышечные волокна и аксо-мышечный синапс. Как известно, это приводит к нарушению процесса передачи импульса на мышцу. В процессе мышечного сокращения, очевидно, кальциевый насос не успевает откачивать кальций в ретикулум. Поэтому мышца не может полностью расслабиться. Одиночные сокращения, накладываясь друг на друга, дают зубчатый, а некоторых особей и гладкий тетанус, т. е. нарушается адекватная реакция мышц на раздражение. 

 В пользу этого говорит и то, что частота раздражений, в наших опытах 35 имп/сек, у контрольных крыс не вызывает тетануса.

В течение патологических процессов при молибденозе определенное значение может иметь и то, что активность молибденсодержащих ферментов, генерирующих супероксидные радикалы, значительно повышается  [15]. Поэтому при увеличении содержания молибдена в рационе до 1,250 мг/кг он может выполнять роль прооксиданта [3], усиливающего процессы перекисного окисления липидов. ПОЛ может стимулироваться также высоким содержанием ионов Са2+ в жидкостях и тканях организма [10, 14], что имеет место у экспериментальных животных 3 группы. Повышение уровня МДА в плазме крови у них, видимо, объясняется изложенным. 

Усиление ПОЛ, концентрации ионов Са2+, тканевая гипоксия, как известно, приводят к повреждению биомембран, в том числе и митохондриальных и разобщению окислительного фосфорилирования. Уменьшение абсолютной силы и увеличение утомляемости изучаемых нейромоторных единиц, возможно обусловлено таким нарушением энергетического обмена у животных третьей экспериментальной группы.

При сравнительном анализе полученных данных видно, что при избытке молибдена в рационе морфофункциональные изменения больше выражены в m.soleus. Для медленных мышц характерно использование более эффективного, аэробного, окислительного пути энергопродукции и при нарушении снабжения мышц кислородом они больше страдают. Возможно, что тот запас кислорода, который имеется в миоглобине они не могут использовать, так как миоглобин отдаёт кислород при более низких значениях Ро2.

В научной литературе работы, посвященные влиянию молибдена на адаптационные возможности мышц к гипоксии, нами не обнаружены. Важность изучения данного вопроса диктуется тем, что молибденовые руды в КБР добываются и перерабатываются в условиях горной гипоксии. 

При сравнении показателей функциональной активности мышц животных, подвергшихся действию барокамерной гипоксии и получавших физиологическую дозу молибдена на фоне барокамерной гипоксии, оказалось, что они выше у особей второй группы: абсолютная сила увеличилась на 8%, утомляемость мышц снизилась на 5%, порог возбуждения близок к показателям контрольной группы (m.soleus – 9В, m.plantaris – 6В). 

В работах В.З. Меерсона [9] выделяются 4 уровня скоординированных приспособительных механизмов адаптации организма к гипоксии. Они реализуются путём активации синтеза нуклеиновых кислот, белков и являются необходимым звеном процесса адаптации.

По данным ряда авторов [2, 4, 12] низкие дозы молибдена повышают активность ДНК и РНК-полимеразы, активируют аминокислоты и стимулируют биосинтез белков и АТФ. Очевидно, применяемые нами микродобавки молибдена в количестве 0,0125 мг/кг оказывают стимулирующее действие на указанные биохимические процессы, оказывают антигипоксическое действие и повышают работоспособность мышц в условиях гипоксической гипоксии. 

Исследования по изучению токсической дозы молибдена и гипоксии на строение и функции мышц мы проводили в два этапа. Половину числа крыс, подвергшихся воздействию комплекса токсическая доза молибдена – гипоксия исследовались на 5 день опыта, остальные – на 30 день.

В мышечных волокнах m.plantaris и m.soleus на 5 день эксперимента. Функциональные показатели мышц близки к контрольным. Можно полагать, что на данном этапе экспериментов подключается комплекс компенсаторно-приспособительных реакции, направленных на восстановление нормальных условии функционирования и мышцы существенно не повреждаются.

Хорошо известно, что активность молибденсодержащих ферментов, генерирующих О2 и Н2О2, находится в прямой корреляционной связи с концентрацией молибдена в тканях. В связи с этим можно ожидать, что совместное действие гипоксии, которая стимулирует ПОЛ, и высоких доз молибдена, должны привести к существенному повреждению структур мышечных волокон. Определенное значение в данном случае может иметь зависимость активности каталазы от обеспеченности организма молибденом [5]. Можно полагать, что в определенных концентрациях молибден обладает антиоксидантным действием.

При длительном совместном действии избытка молибдена и гипоксии на организм животных мы наблюдали определенные нарушения в строении и функции m.plantaris и m.soleus. Но они выражены меньше, чем в третьей экспериментальной группе, где крысы получали ту же повышенную концентрацию молибдена, но без гипоксии.

Предполагаемый механизм повреждающего действия молибдена приводится выше. Можно было ожидать усугубление этих изменений под действием дополнительной гипоксической нагрузки.

Исследованиями многих авторов [1, 8, 9] доказано, что при хронической гипоксии устанавливается ряд компенсаторно-приспособительных реакций, направленных на увеличение мощности и одновременно экономичности функционирования систем органов, к недостатку кислорода.

Поскольку избыток молибдена создаёт в организме гипоксемию различного генеза, то возможны адаптивные изменения при применяемой нами ритмической гипоксии, которые способствуют повышению резистентности организма к повреждающим действиям избытка молибдена в организме.

Итак, обобщая результаты экспериментов по изучению влияния молибдена и его комплекса с гипоксией на структуру и функции различных типов мышц, мы пришли к следующим выводам: 

1. Малые биотические дозы молибдена, стимулируя синтез нуклеиновых кислот, белков, АТФ и гемоглобина, проявляют антигипоксическое действие, способствуют сохранению работоспособности мышц при гипоксии.

2. Большие дозы молибдена существенно повреждают структуру мышц, понижают их работоспособность. При этом повреждающее действие более выражено в медленных мышцах.

3. При комплексном действии избытка молибдена и гипоксии снижается повреждающее действие молибдена на структуру и функции мышц.

Научно-исследовательская работа проведена при финансовой поддержке Министерства образования и науки РФ в рамках ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009 – 2013 годы.
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Заключение

Всевозрастающее загрязнение окружающей среды производственными отходами приводит к накоплению в биосфере большого количества микроэлементов, которые включаются в звенья неразрывной единой миграционной цепи. Длительное 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 [136].

Для исследования адаптации организма к геохимической среде необходимо раскрыть общие закономерности действия на организм различных концентраций химических элементов. Недостаток или избыток в среде или в рационе тех или иных элементов тормозит определенные биохимические процессы в организме. Следовательно, уровень синтеза биологически активных соединений в организме,  обеспечивающий нор​мальное протекание физиологических процессов, наблюдается только в определенных пределах концентраций и соотношений в среде и в организме микроэлементов [137; 119; 138]. Ряд специалистов в области геохимической экологии [32] 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. Выяснение содержания молибдена в пище и в тканях организма, его физиологическую дозу для отдельных видов животных в конкретных экологических условиях и разработка методов коррекции его содержания в организме имеют большое практическое значение в медицине и животноводстве, как фактора повышения обмена веществ и защитных свойств организма.

Пороговая концентрация микроэлементов — величина относительная. Она может повышаться или понижаться в зависимости от вида животных, их биологического состояния, концентрации микроэлементов в пище и наличия синергических и антагонистических элементов.

При исследовании влияния техногенного загрязнения на живые объекты 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 [136]. В случаях отклонений концентраций микроэлементов в среде от нормы, происходит нарушение функций организма, возникают дисфункции, аномалии развития и обмена веществ, что может привести к появлению эндемических заболеваний. Так по данным В.В. Ковальского [46] и Г.А. Яровой [33; 34] повышенное поступление молибдена с водой и пищей у людей, проживающих в Анкованской молибденовой провинции (Армения) обуславливает возникновение эндемической подагры, которая охватывает 31% взрослого населения. 

По данным А.П. Виноградова [39] содержание молибдена в почвах на территории бывшего СССР составляет 3·10‑4%, а по В.В. Ковальскому [5] — 2,5·10‑4%. На территории КБР содержание молибдена в почве значительно ниже [48] и составляет 1,0·10‑4% и то в 9% исследованных проб горных и предгорных районов республики. В литературе встречаются сведения о том, что  дефицит молибдена в пище отягощает течение эндемического зоба [110; 111]. 

Д.Я. Бернштейн [139], V. Gagiano et al., [140], Г.А. Бабенко [136] счи​тают, что основным путем реализации биотической активности микроэлементов в тканях организмов является их участие в ферментативных процессах. Молибден является составной частью 15 ферментов, три из которых (ксантиноксидаза, сульфитоксидаза и альдегидоксидаза) встречаются в животном организме. Их активность зависит от обеспеченности организма молибденом.

Молибден влияет не только на молибденсодержащие ферменты, но и на ряд других ферментов [52; 102; 81; 109; 106; 107] для которых он является либо активатором или ингибитором.

По результатам исследований П.А. Власюк [53] молибден повышает активность АТФ-азы в митохондриях, содержание нуклеиновых кислот в клетках и снижает активность РНК-азы. 

По данным А.И. Венчикова [135] применение микроэлементов, в том числе и молибдена, в биотических дозах повышает уровень энергетических процессов в организме животных. Он отмечает увеличение потребления кислорода и повышение активности сукцинатдегидрогеназы и цитохромоксидазы в тканях животных. При увеличении дозировок этот эффект снижается или пропадает.

По данным ряда авторов [141; 142] молибден в биотических дозировках повышает фагоцитарную активность лейкоцитов, титр комплемента, образование агглютининов.

Ф.Я. Беренштейн (139), V. Gaggiono et al., [140], Г.А. Бабенко [136] счи​тают, что основным путем реализации биотической активности микроэлементов в тканях организмов является их участие в ферментативных процессах.

Молибден является составной частью 15 ферментов, три из которых (ксантиноксидаза, сульфитоксидаза и альдегидоксидаза) встречаются в животном организме. Их активность зависит от обеспеченности организма молибденом.

Молибден влияет не только на молибденсодержащие ферменты, но и на ряд других ферментов [52, 102, 81, 109, 106, 108, 107 и др.] для которых он является либо активатором или ингибитором.

Я.В. Пейве [75] указал, что молибден действует на реакции синтеза и ресинтеза РНК, катализируемые соответственно РНК-полимеразой и полинуклеотидфосфорилазой. Предполагается, что молибден взаимодействует с фосфором нуклеотидов, сдвигая при этом равновесие в сторону синтеза РНК.

По результатам исследований П.А. Власюк [53] молибден повышает активность АТФ-азы в митохондриях, содержание нуклеиновых кислот в клетках и снижает активность РНК-азы. В наших экспериментах крысы в составе пищи получали 0,0125 мг/кг (норма — 0,02 мг/кг). Микродобавки в количестве 0,0125 мг/кг в сутки оказывают стимулирующее действие на организм. Эти животные больше прибавляют в весе. Исследование крови показывает небольшое повышение содержания глюкозы и мочевой кислоты, а гистоструктура кишечника, поджелудочной железы и печени в норме. Содержание нуклеиновых кислот в поджелудочной железе, гликогена в печени и молибдена в тканях, амилолитическая активность панкреатического сока незначительно повышаются. 

Со стороны щитовидной железы отмечается повышение функциональной активности. Увеличивается высота тиреоцитов, коллоид бледно окрашен, много резорбционных вакуолей. Количество нуклеиновых кислот в тиреоцитах повышается по сравнению с контролем и составляет 0,130±0,003 у.е., что указывает на повышение биосинтеза тиреоглобулина. В плазме крови наблюдается увеличение количества Т3 и Т4 в пределах нормы. Содержание молибдена в органе составляет 9,0 мкг%.

Аденогипофиз находится в состоянии нормы. В ядрах переднего гипоталамуса обнаруживается увеличение количества гипертрофированных «светлых» клеток, находящихся на стадии секреции. 

Видимо, концентрация 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 обмен веществ.

В результате анализа почвы, воды, растений с загрязненных  техногенными отходами территорий ТВМК и НГМЗ нам удалось установить наличие биогеотехногенных провинций с превышенным содержанием молибдена (таблица 1). У 45-50% от общего числа отловленных в этих районах лесных мышей и экспериментальных крыс, получавших микродобавки молибдена, соответствующие его содержанию в воде в районе ТВМК, в кишечнике, поджелудочной железе и печени были обнаружены морфофизиологические изменения разной степени выраженности.

Известно, что основной путь поступления молибдена в организм — это тонкая кишка [36, 35, 9]. Под действием микродобавок молибдена в количестве 0,250 мг/кг в сутки в кишечнике крыс происходит некроз и атрофия ворсинок, гиперплазия лимфоидных элементов, снижение как полостного так и пристеночного гидролиза крахмала.

В поджелудочной железе увеличивается концентрация молибдена, уменьшается содержание нуклеиновых кислот и напряжение кислорода. Эти изменения указывают на снижение синтеза ферментов ациноцитами, что подтверждается подавлением амилолитической активности вытяжки поджелудочной железы. Наблюдаются нарушения микроциркуляторного русла, очаги некроза и лейкоцитарная инфильтрация стромы органа.

В островках Лангерганса капиллярная сеть значительно расширяется. В центре островков, где располагаются В-клетки отмечаются дегенерирующие инсулоциты, в них наблюдается пикноз ядер, кариорексис, каиролизис и просветление цитоплазмы. В плазме крови повышается содержание глюкозы, что, видимо, связано с увеличением концентрации мочевой кислоты в плазме и повреждением В-клеток. Увеличение содержания мочевой кислоты по Э.В. Гусеву [105] коррелирует с повышением поступления молибдена в организм а также с повышением активности ксантиноксидазы. Мочевая кислота по Дж. Теппермен [17] избирательно поражает В-клетки островков, вырабатывающих инсулин. Таким образом, данная концентрация молибдена обладает гипергликемическим действием.

В печени у этих же животных отмечается нарушение кровонаполнения, очаги некроза, лимфоидная инфильтрация, снижение содержания гликогена в ткани и мелкокапельная жировая дистрофия по периферии долек . Содержание молибдена значительно увеличивается, снижается напряжение кислорода. 

Аналогичные морфофункциональные изменения в кишечнике, поджелудочной железе и печени мы обнаружили и у лесных мышей, обитающих на загрязненной территории НГМЗ. В кишечнике у них наблюдаются признаки, характерные для хронического энтерита. Ворсинки укорочены и утолщены, что связано с нарушением специализации клеток при регенерации. При этом нарушается синтез интестинальных гормонов, регулирующих функцию поджелудочной железы и печени.

У 50-60% обследованных экспериментальных крыс и лесных мышей с территории НГМЗ выраженных патологических изменений не наблюдается, у 40-50% наблюдались патолого-анатомические изменения, отмеченные выше. Видимо, степень токсического действия на конкретный организм зависит от резистентности организма, состояния почек, печени и иммунной системы.

При действии токсических доз молибдена (1,25 мг/кг) в кишечнике экспериментальных крыс воспалительные процессы вызывают более глубокие и обширные повреждения слизистой оболочки. У большинства животных наблюдается выраженная диарея, значительное снижение полостного и пристеночного гидролиза крахмала и сорбционных свойств кишечника.

Полагаем, что при этом также снижается количество эндокриноцитов в криптах. Повреждения слизистой зачастую доходят до ее собственной пластинки, а образующиеся в процессе пролиферации камбиальных клеток энтероциты в таких условиях не могут специализироваться в полноценные клетки.

 В эндокриновом отделе поджелудочной железы под действием высоких доз молибдена мы наблюдали значительное уменьшение количества инсулоцитов, преимущественно в центре островков. В процессах дегенерации, наряду с другими факторами, большое значение, видимо, имеет существенное увеличение содержания мочевой кислоты в плазме (6,88(0,02 мМоль/л), как следствие повышения активности ксантиноксидазы. В крови этих животных повышено содержание глюкозы (10,25(0,43  мМоль/л). Следовательно, можно полагать, что высокие дозы молибдена являются диабетогенным фактором.

Обнаруженное нами снижение функциональной активности поджелудочной железы и морфологические изменения, возможно объясняются нарушением выработки интестинальных гормонов, регулирующих ее функции.

Количество нуклеиновых кислот и кислорода в клетках поджелудочной железы значительно падает. На это указывает снижение базофильности ациноцитов, их вакуолизация и кариолизис. В дольках железы часто встречаются очаги некроза, вызванные нарушением кровообращения, водно-солевого обмена, ферментных систем, изменением рН и парадоксальным выбросом ферментов в межклеточное пространство.

Обобщая результаты экспериментов по изучению токсических доз молибдена на работу эндокриновой части поджелудочной железы, мы пришли к заключению, что они вызывают характерные морфофункциональные сдвиги, схожие с таковыми при хроническом панкреатите.

По мере повышения содержания молибдена в организме экспериментальных животных, его повреждающее действие на поджелудочную железу усиливается.

В печени наблюдается повышенное накопление молибдена, снижение содержания гликогена и кислорода, выраженная жировая дистрофия по периферии долек. Вес печени уменьшается.

В паренхиме наблюдаются очаги некроза, нарушение кровообращения и холестаз. В микроциркуляторном русле встречаются желтые кристаллы желчных кислот. 

У лесных мышей отловленных с территории НГМЗ в большинстве случаев, 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.

Достаточно часто 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.

В плазме крови у лесных мышей с загрязненных территорий повышен уровень гормонов Т3 , Т4 и ТТГ по сравнению с контролем. Такое нарушение отрицательной обратной связи объясняется нарушением тиреотропной функции гипофиза, который, очевидно, выходит из-под контроля регулирующих факторов. 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.

У животных, получавших токсическую дозу молибдена, 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 аденогипофизе наблюдается увеличение базофильных тиреотрофов.

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, низкие дозы молибдена, дополняя его дефицит в основном рационе, благоприятно действуют на организм животных, повышая функциональную активность нейроэндокринной системы. Высокие дозы вызывают нарушения структуры и функции гипоталамо-гипофизарно-тиреоидной системы различной степени в прямой зависимости от содержания молибдена в пище. 

При проведении НИР получены данные динамики морфофизиологических показателей исследуемых органов и тканей с использованием современных приборов, материалов и методик.

В результате проведенных нами теоретических и экспериментальных НИР изучено действие различных доз молибдена на органы и ткани организма.

Разработанная тема НИР позволила организовать и выполнить ряд новых комплексных медико-биологических, фундаментальных и прикладных исследований направленных на изучение влияния молибдена природного и антропогенного происхождения на человека и животных.  Полученные результаты могут быть использованы для разработки научных основ создания эффективной системы жизнеобеспечения, направленной на сохранение здоровья и высокой работоспособности в условиях техногенного загрязнения окружающей среды. Данные по динамике биохимических показателей крови, содержанию молибдена, кислорода и биологически активных веществ в органах и тканях которые помогут в диагностике, профилактике и лечении заболеваний животных и людей, занятых в сфере добычи и переработки молибденовых руд (энтериты, диабет, гепатиты, нарушение фосфорно-кальциевого обмена, подагра и др.), а также проживающих на территориях с избытком или недостатком этого микроэлемента в среде
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