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У роботі викладено результати експериментального вивчення впливу фосфороорганічних 
інсектицидів, зокрема піриміфосметилу, діазинону та хлорпірифосу на динаміку скорочення пучків 
волокон скелетного м’яза tibialis anterior жаби Rana temporariа, а також на Са2+, Mg2+-АТРазну 
активність саркоплазматичного ретикулума. Встановлено концентраційнозалежне зниження роз-
витку силової відповіді ізольованих пучків волокон скелетного м’яза внаслідок нехолінергічних ефектів 
дії фосфороорганічних інсектицидів. Показано зниження Са2+,Mg2+-АТРазної активності саркоплаз-
матичного ретикулума за дії досліджуваних інсектицидів. Найістотніше пригнічення активності 
цього ензиму спостерігалося за впливу хлорпірифосу. 

К л ю ч о в і  с л о в а: піриміфосметил, діазинон, хлорпірифос, сила м’язового скорочення, Са2+,Mg2+-
АТРазна активність.

Ф осфороорганічні сполуки завдяки 
своїй високій ефективності в боротьбі 
з різними видами комах та порівняно 

низькій стійкості, складають вагому частину 
пестицидів, які застосовуються в сучасному 
сільському господарстві. Широке поширення 
та доступність цих речовин є причиною значної 
кількості випадків інтоксикації. Встановле-
но, що за дії фосфороорганічних інсектицидів 
(ФОІ) відбувається порушення функціонального 
стану скелетних м’язів (СМ). У разі отруєння 
органічними фосфатами спостерігається 
слабкість, тремтіння, фасцикуляція та, 
навіть, параліч СМ [1]. Здебільшого, такі по-
рушення скоротливої активності розгля-
даються як вторинні наслідки інактивації 
ацетилхолінестерази (АХЕ) [2].

Важливу роль у регуляції скорочення СМ 
відіграють іони кальцію. Внаслідок скорочен-
ня м’язів концентрація іонів в цитозолі значно 
зростає за рахунок їх викиду з депо. Під час 
м’язового скорочення викачування близько 90% 
іонів Са2+ забезпечується Са2+,Mg2+-АТРазою 
саркоплазматичного ретикулума (СР). Пору-
шення кальцієвого гомеостазу м’язових клітин 
призводить до зміни скоротливої активності 
СМ. Основним механізмом токсичної дії 

фосфороорганічних сполук вважається 
пригнічення активності АХЕ шляхом фос-
форилування гідроксильної групи серину ак-
тивного сайту ензиму. Внаслідок цієї реакції 
відбувається утворення проміжного комплексу, 
який частково піддається гідролізу з подальшою 
втратою групи замісника в структурі органічних 
фосфатів, що призводить до утворення фосфо-
рильованого інактивованого ензиму [3, 4]. 

Встановлено, що порушення нервово-
м’язової передачі, зумовлені дією органічних 
фосфатів, призводять до змін у роботі СМ 
[1]. Так, у дослідженнях, проведених на 
експериментально виділених препаратах 
діафрагмального нерва та діафрагми миші, пока-
зано, що пригнічення активності АХЕ за дії ФОІ 
супроводжується зниженням сили м’язового ско-
рочення. Причому за реактивації цього ензиму 
до 30–40% від норми відбувається відновлення 
початкової силової продуктивності м’яза [5]. 
АХЕ є сериновою гідролазою, яка здійснює 
гідроліз ацетилхоліну до ацетату та холіну. 
Пригнічення активності цього ензиму зумовлює 
накопичення ацетилхоліну в нервово-м’язових 
з’єднаннях і нервових синапсах, що призводить 
до гіперстимуляції нікотинових та мускарино-
вих рецепторів автономних органів та СМ [6]. 
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У разі підвищення концентрації ацетилхоліну в 
синапсі внаслідок інгібування АХЕ відбувається 
стійка деполяризація рухової кінцевої пластин-
ки. Таким чином, ФОІ спочатку стимулюють, а 
потім пригнічують нервово-м’язову передачу як 
за рахунок пригнічення активності АХЕ, так і 
шляхом прямої дії на ацетилхолінові рецептори. 
Причому рівень і тривалість таких ефектів зале-
жать від типу інсектициду та його концентрації.

ФОІ зумовлюють неконкурентне інгібу
вання Са2+-АТРази плазматичної мембрани 
нервових клітин, що спричинює підвищення 
внутрішньоклітинної концентрації кальцію і як 
наслідок – надмірне вивільнення нейромедіатору 
з подальшою абнормальною стимуляцією. Зни-
ження активності Са2+-АТРази відбувається 
ймовірніше внаслідок порушення структурно-
функціональної цілісності мембрани, а не прямої 
дії на ензим [7, 8]. 

Таким чином, досі не існує єдиного по-
гляду на патофізіологічні зміни, що зумовлю-
ють порушення функціонування м’язів за дії 
ФОІ. Їх вплив на процес скорочення потребує 
детального дослідження, що сприятиме удо-
сконаленню терапевтичних підходів та попере-
дження деструктивної дії цих речовин на м’язові 
клітини. Метою роботи було встановити та 
порівняти вплив піриміфосметилу, діазинону та 
хлорпірифосу на динаміку м’язового скорочен-
ня, спричиненого стимуляцією електричними 
імпульсами.

Матеріали і методи

Досліди проводили на пучках волокон м’яза  
tibialis anterior, виділених із задньої кінцівки 
жаби Rana temporaria. Дослідження відповідали 
основним вимогам щодо утримання та роботи з 
лабораторними тваринами згідно з правилами 
Європейської конвенції щодо захисту хребет-
них тварин, яких використовують у наукових 
цілях. В експерименті використовували дорос-
лих особин обох статей. Тварин забивали мето-
дом декапітації. У забитої тварини ампутували 
задні кінцівки, які поміщали в розчин Рінгера 
такого складу: 115,5 мM NaСl, 2 мM KCl, 1,8 M 
CaCl2 та 2 мМ Na2HPO4 + NaH2PO4 (pH 7,0). 
М’яз tibialis anterior та пучки волокон із фраг-
ментами сполучної тканини на кінцях виділяли 
механічним шляхом за допомогою наборів 
офтальмологічних інструментів. На виділені 
препарати накладали лігатури, після чого об’єкт 

розміщували в дослідницькій камері. Пре-
парат протягом 60 хв адаптували в постійно 
циркулюючому фізіологічному розчині. 

В експериментах використовували розчи-
ни піриміфосметилу в діапазоні концентрацій 
1·10‑7–5·10-6 М, діазинону та хлорпірифосу в 
діапазоні концентрацій 1·10-6–1·10-5 М. ФОІ роз-
чиняли у фізіологічному розчині Рінгера.

Експерименти проводили в ізотонічному 
режимі за постійного контролю динамічних 
параметрів скорочення. Під час проведення екс
перименту фіксували силу скорочення, зміну 
довжини, температуру омиваючого розчину 
та параметри стимулюючого сигналу. Досліди 
проводили у постійно циркулюючому розчині 
Рінгера з періодом релаксації 3 хв. Підтримання 
температури здійснювали за допомогою термо-
статичного пристрою.

Встановлення активності Са2+,Mg2+-АТРази 
СР базувалося на визначенні неорганічного фос-
фату, який звільняється під час гідролізу АТР за 
дії ензиму. Концентрацію протеїну вимірювали 
методом Бредфорд [9].

Інкубаційну суміш (1,9 мл) готували та-
ким чином, щоб концентрація реагентів в ній 
була: імідазолу – 50 мМ, KCl – 100 мМ, MgCl2 – 
3,5 мМ, азиду Na – 5 мМ, ЕДТА – 3 мМ, оксалату 
натрію  – 2 мМ, АТР – 3 мМ. Для цього брали 
0,1 мл імідазолу (1 М), 0,2 мл KCl (1 М), 0,1 мл 
MgCl2 (30 мМ), 0,1 мл азиду натрію (1000 мМ), 
0,2 мл ЕДТА (30 мМ), 0,2 мл оксалату натрію 
(20 мМ), 0,2 мл АТР (30 мМ) і доводили водою до 
1,9 мл у дослідній пробі і до 2 мл у контрольній 
пробі. Пробірки поміщали на баню і після до-
сягнення температури 37 °С запускали реакцію 
додаванням в усі пробірки 0,1 мл протеїну з 
вихідною концентрацією 1 мг/мл та інкубували 
протягом 20 хв, для зупинення реакції дода-
вали 1,5 мл 10%-ї холодної ТХО в тій самій 
послідовності, в якій додавався протеїн. 

Кількість неорганічного фосфату визнача-
ли за методом Фіске-Суббароу.

Метод базується на колориметричному 
визначенні кількості неорганічного фосфа-
ту, який утворюється за ензиматичної реакції 
гідролізу АТР [10]. Фосфорна кислота здатна ут-
ворювати з молібденовою кислотою комплекс
ну сполуку, яка легко відновлюється різними 
відновниками з утворенням забарвленої в 
синій колір молібденової сині. Утворений роз-
чин синього кольору порівнюють зі стандарт
ним розчином солі фосфорної кислоти, який 

експериментальні роботи
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також піддають фарбуванню. Концентрацію 
неорганічного фосфату в досліджуваному 
розчині визначають за калібрувальним графіком, 
який одержували з використанням стандартного 
розчину KH2PO4. 

У дослідах використовували реактиви: 
10%-ну аскорбінову кислоту, яку готують без-
посередньо перед дослідом (реактив 1); 0,42%-й 
молібдат амонію в 1 н H2SO4 (реактив 2); 1 мл 
реактиву 1 і 6 мл реактиву 2 (реактив 3); розчин 
KH2PO4, який містить 40 мкг/мл. 

Для вимірювання кількості неорганічного 
фосфату за визначення активності ензимів у 
пробірку вносили 0,9 мл надосадової рідини 
(джерело Рн) та 2,1 мл реактиву 3. Інкубували  
30  хв при температурі 37 °С і визначали 
абсорбцію при 820 нм.

Статистичну обробку результатів 
дослідження проводили методами варіаційної 
статистики за допомогою програмного забез-
печення Оrigin 7.0 з використанням критерію 
Стьюдента. Вірогідними вважали відмінності 
між дослідом і контролем за Р ≤ 0,05.

Результати та обговорення

За дії досліджуваних ФОІ на зміну 
максимальної сили скорочення СМ 
спостерігається відмінність між дією 
піриміфосметилу, діазинону та хлорпірифосу 
(рис. 1). Так, під впливом досліджуваних 
концентрацій піриміфосметилу спостерігається 
майже лінійне пригнічення сили скорочен-
ня, тоді як діазинон та хлорпірифос зумовлю-
ють інтенсивніше зниження сили тільки у разі 
збільшення концентрації до 2,5·10-6 М.  

Діазинон та хлорпірифос спричинюють 
пригнічення скоротливої активності СМ в ме-
жах однакових концентраційних діапазонів, 
а саме 10-6–10-5 М, водночас концентраційний 
діапазон впливу піриміфосметилу на динамічні 
параметри скорочення дещо відрізнявся і стано-
вив 10‑7–5·10-6 М. Ці дані узгоджуються з дани-
ми інших дослідників, які в своїх експеримен-
тах [5,  11] використовували концентрації ФОІ 
в межах встановлених нами концентраційних 
діапазонів.  

Незважаючи на те, що за значенням ЛД50 
піриміфосметил характеризується найменшою 
серед досліджуваних ФОІ токсичністю, його 
пригнічуюча дія на динамічні параметри скоро-
чення порівняно з діазиноном та хлорпірифосом 
переважає.

Слід відмітити, що зміни скоротливої 
активності, одержані внаслідок дії всіх 
досліджуваних нами інсектицидів не 
відновлювалися після відмивання м’язових 
препаратів розчином Рінгера, тобто припинення 
їх дії не приводить до відновлення початкового 
функціонального стану СМ.

Таким чином, одержані нами дані свідчать 
про відмінності рівнів пригнічення сили ско-
рочення за дії піриміфосметилу, діазинону та 
хлорпірифосу залежно від їх концентрацій. 
Концентрація діазинону і хлорпірифосу, яка 
зумовлює повне пригнічення скоротливої 
активності СМ, у 5 разів вище, ніж відповідна 
концентрація піриміфосметилу.

На сьогодні відсутні дані щодо зміни 
активності Са2+,Mg2+-АТРази СР за дії ФОІ. Тому 
ми дослідили вплив піриміфосметилу, діазинону 
та хлорпірифосу в концентраціях, які, згідно 
з результатами наших досліджень, спричиню-
вали максимальне пригнічення динамічних 
параметрів скорочення на активність Са2+,Mg2+-
АТРази СР. 

Результати досліджень показали вірогідне 
зниження Са2+,Mg2+-АТРазної активності СР за 
дії всіх вищезазначених органічних фосфатів 
(рис. 1).

Встановлено, що за дії піриміфосметилу 
в концентрації 10-5 М Са2+,Mg2+-АТРазна 
активність СР м’язових клітин жаби була при-
близно на 16% нижчою від контролю. Зниження 
активності цього ензиму під впливом діазинону 
в концентрації 10-5 М становило майже 18%. Ви-
явлено, що у разі інкубації СМ із хлорпірифосом 
відбувалося пригнічення Са2+,Mg2+-АТРазної 
активності СР на 24% порівняно з контролем 
(рис. 2).

Одержані експериментальні дані показа-
ли пригнічення активності Са2+,Mg2+-АТРази 
СР за дії всіх досліджуваних ФОІ. Зниження 
активності цього ензиму було найбільшим за 
дії хлорпірифосу порівняно з діазиноном та 
піриміфосметилом, що, можливо, обумовлене 
наявністю атомів хлору в складі молекули цього 
інсектициду.

Встановлене нами пригнічення активності 
Са2+,Mg2+-АТРази СР підтверджує виявле-
не іншими дослідниками порушення сталості 
внутрішньоклітинної концентрації Са2+ за дії 
ФОІ [12]. 

Зниження активності Са2+,Mg2+-АТРази 
відбувається, ймовірно, внаслідок пору-
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Рис. 1. Вплив фосфороорганічних інсектицидів у концентрації 10-5 М на силу скорочення скелетних 
м’язів: 1 – контроль; 2–10 – концентрації інсектицидів 1∙10-7, 2,5∙10-7, 5∙10-7, 7,5∙10-7, 1∙10-6, 2,5∙10-6, 5∙10‑6, 
7,5·10-6, 10-5 М (M ± m; n = 10). * Відмінність таких показників за дії піриміфосметилу від при дії 
діазинону та хлорпірифосу вірогідна, Р < 0,05. # Відмінність таких показників за дії піриміфосметилу 
та діазинону за дії хлорпірифосу вірогідна, Р < 0,05
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шення цілісності мембрани СР за рахунок 
активації процесів ПОЛ [13–15]. Відомо, що всі 
фосфороорганічні сполуки  взаємодіють з мем-
бранними фосфоліпідами, тому припускають, 
що фосфоліпідні компоненти мембран є однією 
з основних мішеней дії цих сполук. За отруєння 
ФОІ значно змінюється ліпідний склад мембран 
міофібрил [16]. Причому показано взаємодію 
деяких ФОІ з полярними голівками мембран-
них ліпідів, що впливає на їх взаємозв’язок із 
холестеролом. Така взаємодія призводить до 
обмеження рухливості вуглецевих ланцюгів 
залишків жирних кислот фосфоліпідів, що в 
свою чергу послаблює взаємодію жирнокис-
лотних залишків між собою та знижує рівень 
адгезії ліпідів. Внаслідок таких змін зростає 
проникність мембрани до неелектролітів та 
іонофорних комплексів [17]. Вплив ФОІ на 
стан фосфоліпідів плазматичної мембрани 
м’язових клітин може призвести до порушення 
функціональної активності мембранозв’язаних 
структур. А оскільки 80% ліпідного складу 
мембрани СР становлять фосфоліпіди, то дія на 
них ФОІ може також обумовлювати одержане в 
наших експериментах пригнічення активності 
Са2+,Mg2+-АТРази СР.

Таким чином, зниження активності 
Са2+,Mg2+-АТРази відбувається, ймовірніше, 
внаслідок порушення структурно-функціо

нальної цілісності мембрани СР, ніж прямої дії 
ФОІ на ензим [7]. 

Отже, на основі наших даних можна при-
пустити, що одним із факторів комплексно-
го механізму впливу ФОІ на роботу СМ є 
пригнічення активності Са2+,Mg2+-АТРази СР, 
що може частково обумовлювати зниження 
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скоротливої активності СМ, одержане в експе-
риментах. Причому однією із істотних змін, що 
відбуваються у разі втоми м’язових волокон є 
підвищення концентрації Са2+ внаслідок пору-
шення закачування іонів кальцію в СР [18].

Незважаючи на найнижчий рівень 
загальної токсичності піриміфосметилу, його 
пригнічуюча дія на скоротливу активність 
СМ була вираженішою порівняно з іншими 
інсектицидами. На відміну від рівномірного 
пригнічення динамічних параметрів скоро-
чення за дії піриміфосметилу характер впливу 
діазинону та хлорпірифосу  на розвиток силової 
відповіді на різних етапах скоротливого акту 
відрізняється  залежно від концентрації речовини. 

Клітини СМ мають спеціальні системи, які 
в стані спокою підтримують концентрацію Са2+ 
на низькому рівні і забезпечують його швидке 
видалення після припинення діючого сигна-
лу. Підтримання низької концентрації Са2+ в 
цитоплазмі більшості клітин, зокрема м’язових, 
забезпечується роботою спеціальних мембран-
них ензимів – Са2+,Mg2+-АТРаз плазматичної 
мембрани та СР, які здатні переносити крізь 
мембрану 2 іона кальцію проти градієнта його 
концентрації за рахунок гідролізу 1 молеку-
ли АТР. Са2+,Mg2+-АТРаза СР відіграє важли-
ву роль у регуляції скорочення–розслаблення 
СМ, забезпечуючи акумуляцію іонів Са2+ у 
внутрішніх порожнинах ретикулума, внаслідок 
чого відбувається зниження концентрації 
кальцію в цитоплазмі та подальше блокування 
взаємодії актину з міозином. Тобто порушення 
кальцієвого гомеостазу беззаперечно призведе 
до змін функціонального стану м’яза [19, 20]. 

Таким чином, результати наших 
досліджень показали концентраційнозалежне 
пригнічення скоротливої активності СМ за дії 
піриміфосметилу, діазинону та хлорпірифосу. 
Причому зниження силової продуктивності та 
зміни довжини під час скорочення підсилювалось 
у разі збільшення тривалості дії інсектицидів у 
всіх дослідах. 

На основі наших експериментальних даних 
можна припустити, що одним із факторів ком-
плексного механізму впливу фосфороорганічних 
інсектицидів на роботу СМ є пригнічення 
Са2+,Mg2+-АТРази СР, що може частково обумов-
лювати зниження динамічних параметрів скоро-
чення, одержане в експериментах.

Активность Са2+,Mg2+-АТРазы 
саркоплазматического 
ретикулума и сила 
сокращения скелетных мышц 
лягушки под действием 
фосфорорганических 
инсектицидов

Д. Н. Ноздренко, Л. В. Корчинская, 
В. М. Сорока 

ННЦ «Институт биологии», Киевский 
национальный университет имени 
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В работе изложены результаты экспери-
ментального изучения влияния фосфороргани-
ческих инсектицидов, в частности пиримифос-
метила, диазинона и хлорпирифоса на динамику 
сокращения пучков волокон скелетной мыш-
цы tibialis anterior лягушки Rana temporariа, а 
также на Са2+,Mg2+-АТРазную активность сар-
коплазматического ретикулума. Установлено 
концентрационнозависимое снижение развития 
силового ответа изолированных пучков волокон 
мышцы в результате нехолинэргических эффек-
тов действия фосфорорганических инсектици-
дов. Показано снижение Са2+,Mg2+-АТРазной 
активности саркоплазматического ретикулума 
под действием исследуемых инсектицидов. Наи-
более существенное угнетение активности дан-
ного энзима наблюдалось под влиянием хлорпи-
рифоса.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: пиримифосметил, 
диазинон, хлорпирифос, сила мышечного сокра-
щения, Са2+,Mg2+-АТРазная активность.
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activity of Ca2+,Mg2+-ATPase 
of sarcoplasmic reticulum 
and contraction strength 
of the frog skeletal 
muscles under the effect of 
organophosphorus insecticides

D. M. Nozdrenko, L. V. Korchinska, 
V. M. Soroca

Educational and Scientific Centre Institute of Biology, 
Taras Shevchenko National University of Kyiv, Ukraine;

e-mail: ddd@univ.kiev.ua

The results of an experimental study of organo
phosphorus insecticides, including pirimiphosme-
thyl, diazinon and chlorpyrifos caused a decline of 
the contraction properties in m. tibialis anterior fiber 
bundles of Rana temporaria, as well as sarcoplasmic 
reticulum Ca2+,Mg2+-ATPase enzymatic activity re-
duction are outlined in this paper. Concentration-de-
pendent strengths response diminishing in isolated 
skeletal muscle fiber bundles as a result of non-cho-
linergic influence of organophosphorus insecticides 
were found. A decrease of Ca2+,Mg2+-ATPase en-
zymatic activity in sarcoplasmic reticulum was ob-
served after administration of each insecticide. The 
most significant inhibition of this enzyme was ob-
served when using chlorpyrifos.

K e y  w o r d s: pirimiphosmethyl, diazinon 
and chlorpyrifos, strength of muscle contraction, 
Ca2+,Mg2+-ATPase activity.
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