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Раундап (Roundup) является одним из наиболее широко применяемых в мире, в том числе в Рос-
сии, системных неселективных гербицидов. Действующим веществом в составе пестицида является 
глифосùат (N-(фосфонометил)-глицин, C 3H8NO5P), который долгое время считали малотоксичным 
для животных гербицидом. В 2015 году глифосат отнесли к потенциально опасным канцерогенам. 
Выявлено, что у рыб Раундап вызывает повреждение митохондрий в клетках жабр, печени, почек, 
оксидативный стресс в тканях, гиалиновую дистрофию почек, повреждение генетического аппарата 
клеток, в том числе половых, увеличение уровня гематокрита, количества клеток красной и белой 
крови. Методом электронной микроскопии впервые исследовано действие сублетальной концен-
трации Раундапа (2 мкг/л) в течение 30 сут на ультраструктуру лейкоцитов иммунокомпетент-
ных органов (почки, селезёнки и печени) молоди головешки-ротана —  вида-вселенца в водоёмы 
бассейна Верхней Волги. Показано, что хроническое 30-и сут действие Раундапа в сублетальной 
концентрации 2 мкг/л, как и при остром действии бóльших концентраций, вызывает повреждение 
структуры митохондрий и накопление гранул гликогена в цитоплазме гранулоцитов. Впервые вы-
явлено, что изменение количества и размеров специфичных гранул в гранулоцитах (нейтрофилах 
и эозинофилах) происходит одновременно с появлением фагосом в цитоплазме клеток, что свиде-
тельствует об усилении реакций неспецифического иммунитета. Расширение каналов шероховатого 
эндоплазматического ретикулума в плазматических клетках почек и селезёнки свидетельствует об 
усилении синтетической активности плазматических клеток.

Ключевые слова: Раундап, структура иммунокомпетентных клеток, головешка-ротан Perccottus 
glenii, почки, селезёнка, печень.

ВВЕДЕНИЕ

Раундап (Roundup) является одним из 
наиболее широко применяемых в мире, в т.ч. 
в России, системных неселективных гербици-
дов. В дозе 2–4 л/га он рекомендован для 
уничтожения однолетних и многолетних дву-
дольных и злаковых сорняков зерновых и бах-
чевых культур, картофеля, сои и др., особенно 
генно-модифицированных растений (пшени-

цы, кукурузы, сахарной свёклы, сои и рапса) 
[Спиридонов и др., 2010]. В дозах 8–10 л/га 
пестицид применяется для уничтожения ра-
стительности оросительных каналов [Бреж-
нев, 2004]. Действующим веществом в соста-
ве пестицида, который в России известен под 
торговыми названиями «Раундап», «Глифор», 
«Торнадо» и «Ураган», является глифосùат (N-
(фосфонометил)-глицин, C 3H8NO5P) [Бреж-



Е.А. Заботкина, В.К. Голованов, И.Л. Голованова

74

нев, 2004]. Период полураспада глифосата 
в почве составляет от 6 до 90 сут, в воде —  
7–14 сут, в донных отложениях водоемов —  
до 120 сут [Giesy et al., 2000]. Токсическое 
действие глифосата обусловлено ингибиро-
ванием 5-еноилпирувил-шикимат-3-фосфат-
синтазы (EPSPS[2], КФ 2.5.1.19) растений, 
которая является компонентом шихиматно-
го пути биосинтеза бензоидных ароматиче-
ских соединений —  предшественников трёх 
ароматических протеиногенных аминокислот 
(фенилаланина, тирозина и триптофана), па-
ра-аминобензоата, терпеноидных хинонов (уб-
ихинона, пластохинона, филлохинона), ряда 
других важных метаболитов, лигнинов и др. 
[Ефремов, Быкова, 2004]. Глифосат зани-
мает в активном центре фермента место фос-
фоенолпирувата и блокирует его активность 
[Брежнев, 2004]. Животные не имеют фер-
ментной системы шихиматного пути и полу-
чают эти аминокислоты и прочие компонен-
ты с пищей. Долгое время глифосат считали 
малотоксичным для животных гербицидом, 
что подтверждается его высокой полулеталь-
ной дозой (LD 50) —  более 5000 мг/кг веса 
при внутреннем употреблении в эксперимен-
тах на крысах, более 10000 мг/кг для мышей 
и 3530 мг/кг для коз [Брежнев, 2004]. Для 
гидробионтов указанные дозы значительно 
ниже —  для рыб значения LD 50(96ч) варь-
ируют от 2 до 55 мг/л в зависимости от вида, 
стадии жизненного цикла и условий экспери-
мента [Giesy et al., 2000; Голованова и др., 
2011].

В марте 2015 г. Международное агентст-
во по изучению рака Всемирной организации 
здравоохранения, основываясь на эпидемио-
логических исследованиях и исследованиях на 
животных и клеточной ткани, обнародовало 
заключение, что глифосат является «возмож-
ным канцерогеном для человека» (категория 
опасности «2А»). Имеются свидетельства 
о его канцерогенности в отношении неходж-
кинской лимфомы человека, а также возник-
новения рака лабораторных крыс и мышей 
[Hardell et al., 2002; IARC Monograf, 2015].

У рыб Раундап и его действующее веще-
ство —  глифосат —  вызывают повреждение 
митохондрий в клетках жабр, печени, почек, 
нарушение процессов окислительного фосфо-

рилирования, оксидативный стресс в тканях, 
гиалиновую дистрофию почек, повреждение 
генетического аппарата клеток, в т. ч. половых, 
увеличение уровня гематокрита, количества 
клеток красной и белой крови [Peixoto, 2005; 
Modesto et al., 2010; Harayashiki et al., 2013; 
Moreno et al., 2014; Braz-Mota et al., 2015].

Головешка-ротан является видом-вселенцем 
для водоёмов бассейна Верхней Волги. Его при-
родный ареал расположен на Дальнем Востоке, 
в Китае и Северной Корее. Головешка-ротан 
быстро адаптируется к действию природных 
и антропогенных факторов, угнетает популяции 
аборигенных видов рыб. По температурным 
характеристикам (окончательно избираемой 
и верхней летальной температуре) он относит-
ся к наиболее теплолюбивым видам рыб, обита-
ющим в пресных водоёмах России [Голованов, 
2013]. Сведения о действии Раундапа на тон-
кую структуру лейкоцитов иммунокомпетент-
ных органов головешки-ротана отсутствуют.

Цель работы —  изучить хроническое дей-
ствие сублетальной концентрации гербицида 
Раундап на тонкую структуру клеток лимфо-
миелоидной ткани иммунокомпетентных орга-
нов молоди головешки-ротана.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКИ

Объект исследования —  молодь головешки-
ротана Perccottus glenii Dybowski, 1877 (масса 
3,1 ± 0,2 г, длина тела 5,4 ± 0,1 см), отловлен-
ная в конце сентября в одном из прудов Яро-
славской области (Россия) при температуре 
воды 16 °C. Перед экспериментом рыб содер-
жали в 200 л стеклянных аквариумах с дехло-
рированной водопроводной водой при постоян-
ной аэрации и температуре воды 15,5±1,0 °C 
(pH 7,5–7,6, содержание кислорода 8,0–
9,7 мг/л) при естественном фотопериоде в те-
чение 1 мес. В период акклимации рыб кормили 
1 раз в сутки личинками хирономид Chironomus 
sp. из расчёта 4% от общей массы тела.

После периода акклимации рыбы были рас-
пределены в четыре 135 л стеклянных аквари-
ума по 25 экз. в каждом. Параметры качества 
воды во время эксперимента были аналогич-
ны параметрам в период акклимации. Рыб 
контрольной группы поместили в 2 аквариума 
без добавления гербицида, рыб опытной груп-
пы —  в 2 аквариума с водой, содержащей Ра-
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ундап в концентрации 2 мкг/л (по глифосату). 
В работе использован коммерческий препарат 
гербицида, имеющий торговое название «Ра-
ундап» (произведён и расфасован ЗАО фирма 
«Август» (Россия) по лицензии фирмы «Мон-
санто Европа С.А.» (Бельгия)). Он хорошо 
растворим в воде, и содержит 360 г/л глифо-
сата в качестве активного ингредиента, воз-
можные инертные ингредиенты в аннотации 
не указаны. Концентрация Раундапа, исполь-
зованная в этой работе, встречается в природ-
ных водах [Struger et al., 2008], соответствует 
2 ПДК, установленным для воды рыбохо-
зяйственных водоёмов России [Перечень…, 
2010] и значительно ниже LC 50 для рыб [Giesy 
et al., 2000]. Смену воды и раствора гербицида 
в аквариумах проводили 1 раз в 3 дня. В пе-
риод эксперимента температуру в аквариумах 
поддерживали на том же уровне, что и в пери-
од акклимации при естественном фотопериоде.

По истечении 30 сут по 6 экз. из контроль-
ной и опытной групп были взяты для отбора 
проб головного и туловищного отдела почек, 
селезёнки и печени для электронно-микро-
скопического (ЭМ) исследования. Для ЭМ 
исследований кусочки тканей фиксировали 
в 2,5% растворе глутарового диальдегида на 
фосфатном буфере (pH7,2), затем постфик-
сировали 1% раствором тетраокиси осмия на 
том же буфере, обезвоживали в градиенте 
спиртов и заливали в смесь Аралдит-Эпон по 
стандартной методике [Миронов и др., 1994]. 
Из полученных образцов на ультратоме Nova 
приготавливали ультратонкие срезы, которые 
контрастировали 1% водными растворами ура-
нилацетата и цитрата свинца, а затем просма-
тривали при помощи электронного микроско-
па Jem 1011 (Jeol, Япония) при 80kV в ЦКП 
«Электронная микроскопия». Для проведения 
измерений не менее 20 клеток каждого типа из 
всех органов обрабатывали в пакете программ 
Image Tool 3.0. В каждой клетке измеряли не 
менее 10 самых крупных гранул. Результа-
ты подвергали статистической обработке при 
уровне достоверности p≤0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

У головешки-ротана обеих исследованных 
групп в головном и туловищном отделах по-
чек, селезёнке и печени обнаружены аграну-

лоциты (лимфоциты, плазматические клетки 
(кроме печени), макрофаги) и гранулоциты 
двух типов, которые идентифицировали как 
нейтрофилы и эозинофилы. В почках и се-
лезёнке лейкоциты располагались в строме 
органа (в туловищном отделе почек —  между 
нефронами), в печени —  под эндотелиальной 
выстилкой синусоидов и вокруг кровеносных 
сосудов, окружая островки панкреаса. Ре-
зультаты исследования показали, что во всех 
исследованных органах рыб из 2-й группы 
структура клеток лимфо-миелоидной ткани 
претерпевала сходные изменения.

Митохондрии, как агранулоцитов, так 
и гранулоцитов во всех иммунокомпетент-
ных органах имели одинаковые повреждения 
структуры: набухание органелл, просветление 
их матрикса и частичное растворение ламелл 
внутренней мембраны (рис. 1а, б). На рис. 1б 
хорошо заметна область с разрушенными ла-
меллами внутренней мембраны.

Ранее показано сходное повреждение уль-
траструктуры митохондрий в гепатоцитах 
карпа Cyprinus carpio L. после кратковре-
менной экспозиции (0,5–1 час) в глифосате 
концентрацией 200–400 мг/мм3 [Szarek et 
al., 2000] и в сперматоцитах гуппи (глазчатой 
пецилии) Poecilia vivipara Bloch & Schneider, 
1801 при действии Раундапа в концентрации 
130 и 700 мкг/л при 96-часовой экспозиции 
[Harayashiki et al., 2013].

Выявленные изменения свидетельству-
ют о нарушении процессов окислительного 
фосфорилирования, что подтверждается ин-
гибированием in vitro и in vivo дыхательных 
ферментов и оксилительного потенциала мем-
бран клеток более, чем на 40% в митохон-
дриях гепатоцитов крыс [Peixoto, 2005]. Од-
новременное с повреждением митохондрий 
уменьшение запасов гликогена в цитоплазме 
гепатоцитов [Szarec et al., 2000] вызывает 
переход на гликолитический путь метаболиз-
ма, который предполагает снижение синтеза 
АТФ или повышенные энергозатраты на её 
производство, а также клеточную гипоксию. 
Это предположение подтверждается данны-
ми С. Браз-Мота с соавторами [Braz-Mota 
et al., 2015] о повышении уровня гематокри-
та и концентрации гемоглобина в клетке без 
увеличения количества эритроцитов в крови, 
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которое авторы считают компенсаторной ре-
акцией.

Среди агранулярных клеток отмечено также 
расширение каналов в плазматических клетках 
почек и селезёнки в группе опытных рыб по 
сравнению с контролем, что свидетельствует 
об усилении синтетической активности клеток. 
Так как основной функцией плазматических 
клеток считают синтез антител [Галактионов, 
2005], по-видимому, Раундап опосредован-
но активизирует эти процессы и, возможно, 
провоцирует развитие аллергических реакций 
в организме рыб.

Макрофаги в исследованных органах встре-
чались в виде одиночных клеток и в составе ме-
лано-макрофагальных центров, имели подоб-

ную структуру у обеих групп рыб: цитоплазма 
клеток содержала большое количество крупных 
и мелких фагосом, гранулы пигментов.

Среди нейтрофилов отмечено достоверное 
увеличение количества и изменение размеров 
специфичных гранул (появление крупных гра-
нул >1 мкм в длину) в нейтрофилах, накопле-
ние гранул гликогена в периферических облас-
тях цитоплазмы клеток и появление фагосом 
с гетерогенным, разнородным по плотности 
содержимым (табл.; рис. 2 а, б).

Изменение количества и размеров гранул 
нейтрофилов отмечено ранее при действии ряда 
токсикантов [Лапирова, Заботкина, 2004], 
а изменение содержания гликогена в нейтро-
филах —  при иммунизации карпов [Балаба-

Рис. 1. Структура митохондрий лейкоцитов головешки-ротана в контроле (а) и после воздействия Раундапа (б). 
МТХ —  митохондрия, Ф —  фагосома

Рис. 2. Структура нейтрофилов головешки-ротана в контроле (а) и после экспозиции в Раундапе (б). Вставка 
на рис. 2а —  специфичные гранулы (СГ) и редкие гранулы гликогена (ГГ), вставка на рис. 2б —  скопление 

гранул гликогена в цитоплазме (ГГ). Ф —  фагосома
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нова, Заботкина, 1988]. Если в нейтрофилах 
головешки-ротана зафиксировано увеличение 
количества гранул гликогена после длительной 
экспозиции в сублетальной концентрации Ра-
ундапа (рис. 2б), то в гепатоцитах карпа по-
сле кратковременной экспозиции в высоких 
концентрациях гербицида отмечено уменьше-
ние количества гранул гликогена в гепатоцитах 
[Szarek et al., 2000]. Подобные изменения мо-
гут быть вызваны нарушениями в активности 
гликозидаз и углеводного обмена в организме 
рыб [Аминов и др.,2013].

Появление фагосом в цитоплазме нейтро-
филов свидетельствует об активизации процес-
сов фагоцитоза повреждённых элементов кле-
ток и тканей, и отмечается также при действии 
других токсикантов у многих видов рыб [За-
боткина, Микряков, 1996, 1997; Заботкина 
и др. 2009; Лапирова и др., 2009].

В эозинофилах рыб опытной группы также 
отмечены изменение количества специфичных 
гранул и появление фагосом в клетках (табл.; 
рис. 3 а, б), тогда как размеры гранул досто-
верно не изменились. Появление фагосом 

Таблица. Количество и размеры специфичных гранул и фагосом в нейтрофилах и эозинофилах почек, селезёнки 
и печени головешки-ротана в контроле и после экспозиции в Раундапе.

Тип клеток Показатель Контроль Опыт

Нейтрофил

Количество специфичных 
гранул/клетку, n

61,3±2,7
46–71

99,5±5,2*
78–127

Размеры специфичных гранул, 
h×l, мкм

0,20±0,01×0,37±0,03
0,11–0,29×0,20–0,57

0,18±0,01×0,87±0,07*
0,14–0,22×0,59–1,40

Количество фагосом/клетку, n 0 2,75±0,30
1–3

Размеры фагосом, h×l, мкм - 0,80±0,10×1,05±0,15
0,65–1,20×0,72–1,35

эозинофил

Количество специфичных 
гранул/клетку, n

10,36±0,78
6–18

21,00±1,48*
10–29

Размеры специфичных гранул, 
h×l, мкм

0,48±0,05×1,27±0,07
0,26–1,12×0,51–1,71

0,43±0,04×1,29±0,09
0,25–0,73×0,67–1,82

Количество фагосом/клетку 0 2,00±0,20
1–3

Размеры фагосом, h×l, мкм - 0,87±0,10×1,05±0,11
0,42–1,49×0,65–1,56

Примечание: в числителе —  M±m, в знаменателе —  min-max; * отмечены данные, достоверно отличающиеся при p≤0,05

Рис. 3. Структура эозинофила головешки-ротана в контроле (а) и после экспозиции в Раундапе (б). СГ —  
специфичные гранулы, Ф —  фагосома
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в цитоплазме гранулоцитов свидетельствует 
об активизации клеток в ответ на попадание 
в организм чужеродных веществ или частиц 
[Галактионов, 2005]. Считают, что активность 
этого типа клеток изменяется при паразитар-
ной инфекции организма, при аутоиммунных 
процессах, либо аллергической реакции [Галак-
тионов, 2005].

Вместе с тем, показано, что при действии 
глифосата или Раундапа усиливается актив-
ность антиоксидантных ферментов, в т. ч. в пе-
чени [Matviishyn et al., 2014].

Изменение количества, структуры и разме-
ров специфичных гранул в гранулоцитах кос-
венно позволяет предположить изменение со-
держания в них ферментов, и, соответственно, 
влиянии Раундапа на функциональную актив-
ность клеток. Специфичные гранулы содержат 
бактериостатические и бактерицидные вещест-
ва —  лизоцим и щелочную фосфатазу, а мел-
кие округлые гранулы —  миелопероксидазу 
[Хэм, Кормак, 1983]. Изменение содержания 
ферментов в гранулах гранулоцитов и проявле-
ние фагоцитарной активности клеток косвенно 
свидетельствует об усилении активности реак-
ций неспецифического иммунитета.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, хроническое 30-и сут дей-
ствие Раундапа в сублетальной концентрации 
2 мкг/л вызывает повреждение структуры 
митохондрий и накопление гранул гликогена 
в цитоплазме гранулоцитов. Впервые выяв-
лено, что изменение количества и структуры 
специфичных гранул в гранулоцитах (нейтро-
филах и эозинофилах) происходит одновре-
менно с появлением фагосом в цитоплазме кле-
ток, что свидетельствует об усилении реакций 
неспецифического иммунитета. Расширение 
каналов шероховатого эндоплазматического 
ретикулума в плазматических клетках почек 
и селезёнки свидетельствует об усилении син-
тетической активности плазматических клеток 
и, возможно, проявлении аллергических реак-
ций в организме под действием гербицида.

Авторы выражают искреннюю признатель-
ность сотрудникам ЦКП «Электронная ми-
кроскопия» Института биологии внутренних 
вод им. И.Д. Папанина РАН за помощь в об-
работке материалов.
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The changes of the immunocompetent cells ultrastructure 
in the kidney, spleen and liver in Amur sleeper Perccottus 

glenii at the influence of pesticide Roundup

E.A. Zabotkina, Golovanov V.K., Golovanova I.L.

I.D. Papanin’ Institute for Biology of Inland Waters RAS, Borok

Roundup (Roundup) is one of the most widely used in the world systemic non-selective herbicide, 
including the Russian. The active ingredient in the pesticide is glyphosate (N- (phosphonomethyl) glycine, 
C 3H8NO5P), which has long been considered low-toxic herbicide for animals. In 2015, glyphosate was 
attributed to the potentially dangerous carcinogens. It was found, the Roundup causes the mitochondria 
damage in gills, liver and kidney cells, the tissue oxidative stress, the kidney hyaline degeneration, the 
damage of the cell genetic apparatus, including germ cells, the increase in the hematocrit level, the number 
of red and white blood cells in fish. By electron microscopy the effect of sublethal concentration of Roundup 
(2 mg/l) was investigated for the first time on the leukocytes ultrastructure of immunocompetentce organs 
(kidney, spleen and liver) of young Amur sleeper —  the invasive species in the ponds of the Upper Volga 
basin. It has been shown that the Roundup act in sublethal concentration (2 mg/l) at chronic 30-day 
effect as higher concentrations at acute action and lead to the damage of mitochondrial structure and the 
accumulation of glycogen granules in the granulocytes cytoplasm. The change in the number and size 
of specific granules in granulocytes (neutrophils and eosinophils) and occurred simultaneously with the 
appearance of phagosomes in the cytoplasm of cells were first revealed. It indicates an increase in non-
specific immunity reactions. The expansion of the rough endoplasmic reticulum channels in the plasma cells 
of the spleen and kidney indicates an increase of synthetic activity of plasma cells.

Key words: Roundup, the ultrastructure of immunocompetence cells, Amur sleeper Perccottus glenii, 
kidney, spleen, liver.


