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Введение.

В современном мире проблема состояния здоровья человека является одной из наиболее значимых. Об этом свидетельствует множество исследований. В то же время здоровье человека тесно связано с состоянием окружающей среды. Известно, что в 60-е годы прошлого столетия во многих областях Российской Федерации было произведено захоронение химического оружия.
При попадании химического оружия в окружающую среду оно разлагается на более простые соединения, в том числе и на соединения тяжёлых металлов, действие которых на организм человека различно, поэтому влияние продуктов распада химического оружия на живой организм является актуальным.
Известно, что первой на воздействия тяжелых металлов реагирует иммунная система. Именно этим мотивирован выбор иммунной системы, показателей крови для отслеживания влияния продуктов распада химического оружия поверхностных вод района Леонидовки на организм млекопитающих. Иммунная система – сложная, высокоорганизованная структура, включающая клетки разной степени специализации. Иммунная система не только способ защиты организма от инфекций, но и согласованный механизм обеспечения постоянства внутренней среды. Показателями иммунной системы могут являться уровень лейкоцитов в крови, уровень гемоглобина, процентное содержание Т-лимфоцитов, фагоцитарная активность нейтрофилов и др.
Данное исследование состояло из нескольких этапов. На I этапе(2010-2011 год) определялся уровень загрязнения поверхностных вод в контрольном водоёме (Чистые пруды, Мокшанский район, Пензенская область) и в экспериментальных водоёмах (Озеро Моховое, Пензенский район, Пензенская область; ручей Акулька, Пензенский район, Пензенская область). На II этапе проводилось определение иммунотоксического эффекта продуктов распада ХО на примере КРС. На III этапе в данный момент моделировались условия обитания в контрольной и экспериментальных зонах для лабораторных крыс.
Гипотезой исследования является предположение, что продукты распада химического оружия, в частности Cu, As и другие тяжёлые металлы могут влиять на показатели крови млекопитающих, что будет экспериментально зафиксировано при изучении крови лабораторных крыс. 
Таким образом, целью данного проекта на современном этапе является выявление воздействия продуктов распада химического оружия на организм крыс.
Данная цель определяется следующими задачами:
1. Провести теоретический анализ проблемы загрязнения продуктами распада химических соединений поверхностных вод в районе захоронения химического оружия. 
2. Экспериментально определить уровень загрязнения поверхностных вод р-на Леонидовки такими продуктами распада как медь (Cu) и мышьяк (As).
3. Определить количество лейкоцитов, Т-лимфоцитов в крови крыс,  оценить фагоцитарную активность нейтрофилов, проанализировать лейкоформулу, а также провести сравнительный анализ  массы крыс.
4. Проанализировать полученные результаты и сделать перспективные выводы с рекомендациями.
Объект исследования: поверхностные воды озера и ручьёв района Леонидовки Пензенской области, лабораторные животные.
Предмет исследования: влияние продуктов распада химического оружия поверхностных вод района Леонидовки на иммунную систему млекопитающих.
Теоретические методы исследования: 
1.)изучение и анализ литературы по теме исследования, сравнение и обобщение данных.
Практические методы исследования: 
1.)модельный эксперимент на крысах линии Wistar.
2.)методы математической статистики.















Глава 1.  Теоретический анализ проблемы загрязнения продуктами распада химических соединений поверхностных вод района Леонидовки.

            
Леонидовский арсенал – один из крупнейших в стране, там хранится 17,2% всех запасов химического оружия России. Разумеется, с каждым годом проблемы хранения и уничтожения химического оружия становится всё острее, так как гарантийные сроки хранения химических, авиационных боеприпасов закончились (в том числе и на Леонидовской базе) и вероятность возникновения внештатных аварийных ситуаций возрастает.
А если учесть напряженную обстановку в обществе в связи с разгулом терроризма, то в том случае проблема химического оружия становится ещё острее. Но, как было уже сказано ранее, в 40-60-е годы были произведены захоронения, как жидкого химического оружия, которое сливали в озеро Моховое (карта), так и авиационных бомб, которые захоронили на трёх площадках в опасной близости (4-5км) от Сурского водохранилища и зоны детских оздоровительных учреждений (карта). «Наиболее загрязнённое из этих мест находится в 6 км.  юго-восточнее города Пензы и в 3км юго-западнее станции Леонидовка и состоит из 3-х площадок, расположенных в 30-50м друг от друга» (9; с. 109). Это официальные данные. Но вполне вероятно, что существовало не три участка несанкционированного уничтожения химических боеприпасов, а гораздо больше. И только спустя пятьдесят лет, «в 1995 году Госкомэкологией Пензенской области с этих площадок были отобраны первые 10 проб, которые были исследованы НПО «Тайфун» (г.Обнинск Калужской области) на средства Зелёного Креста Швейцарии» (8; с. 109). Анализ этих проб показал огромное превышение ПДК по мышьяку. На основании данных химического анализа и геолого-гидрологических исследований ряда государственных природоохранных организаций города Пензы за 1999 год были сделаны предварительные выводы, которые и явились стартовыми для нашей экспериментальной части проекта:
         1. В почве и в верхних слоях грунта трёх площадок обнаружены «следы» В-люизита (боевого ОВ 1 поколения), из чего следует, что площадки находятся на месте прежнего уничтожения химического оружия.
         2. Во всех пробах грунта мест прежнего уничтожения химического оружия наблюдаются значительные превышения ПДК по мышьяку. Содержание мышьяка в почве и верхних слоях грунта (0-0,4м) превышает ПДК в тысячи раз.
          3. Установлено, что поверхностные воды с обследуемого места прежнего уничтожения химического оружия довольно фильтруются в ниже расположенные горизонты и разгружаются через родники в русла рек и ручьёв, впадающих в реку Сура и Сурское водохранилище.
           4. Предварительные результаты проведённого обследования показывают, что тяжёлые металлы накоплены преимущественно в почве и донных отложениях ручьёв. Отсюда они могут мигрировать в растительные и животные организмы.
            5. Вторым по уровню загрязнения, на основании внешних признаков и результатов предварительного обследования, можно считать озеро Моховое (Круглое или Мёртвое), расположенное в 1 км от объекта хранения химического оружия, в 4 км от Сурского водохранилища и 11 км от города Пензы. Превышение  ПДК донных отложений по мышьяку составляет 2,1 – 6,6 раза, меди – 59,3 раза, цинка – 1,3 раза, марганца -15 раз.

Медико-биологические последствия захоронения химических соединений в 40-60-х годах в районе Леонидовки.
Общеизвестно, что наибольший вред организму из веществ, встречающихся в окружающей среде, наносят ксенобиотики. К ним относятся тяжёлые металлы, ряд углеводородных соединений (пестициды, диоксины, нитраты и нитриты, а также мышьяк). Таким образом, продукты распада химического оружия являются опасными врагами организма. Ксенобиотики относят к двум основным классам: соединения, обладающие и не обладающие имуннотоксичностью. Вторые особенно опасны, так как действуют постепенно, накапливаясь в организме и изнутри разрушая его защитные механизмы.
«Состояние иммунной системы – наиболее чувствительный показатель влияние ксенобиотика на организм, и методы его оценки могут окзаться информативными и тогда, когда никакими другими тестами выявить неблагоприятное воздействия токсиканта не удаётся» (8; с.9).
Большинство тяжёлых металлов обладают выраженной токсичностью.
«Хорошо известны общетоксические свойства соединения мышьяка, ртути, свинца, кадмия, сурьмы, бериллия, меди и др.» (8; с.8). Соединения этих веществ могут долго мигрировать в воде и почве, накапливаясь в растениях, а затем, по пищевым цепям попадать в организм человека. Продолжительное воздействие этих металлов сопровождаются развитием тяжёлых хронических заболеваний.
Таким образом, места прежних захоронений химического оружия являются источниками ксенобиотиков, обладающих иммуннотоксичностью.

Глава 2 Экспериментальное определение и анализ данных по уровню содержания загрязняющих веществ (As), (Cu), а также определение влияния продуктов распада на иммунную систему.
        2.1Анализ данных и результаты следований этапов I-II.
             На первом этапе исследования производится отбор и анализ проб воды, взятых из экспериментальных водоёмов (озера Мохового,  ручьёв Медоевка и  Акулька, начинающихся в районе площадок захоронения химического оружия и впадающих в Сурское водохранилище) и контрольного водоёма (Чистые пруды), на содержание мышьяка и меди. Аналитические исследования проводились на базе аккредитованной лаборатории кафедры «биологии животных» ПГСХА по отработанным методикам.
           Выводы 1 этапа исследования, которые подтвердились новыми данными по содержанию в водоёмах мышьяка и меди таковы:
1. Загрязнение продуктами распада ХО поверхностных вод района Леонидовки подтверждено экспериментально.
2. Содержание меди в исследуемых водоемах находится в пределах ПДК.
3. Повышенное содержание мышьяка обнаружено в ручьях Акулька (до 2,2 ПДК), а также р. Медоевка (1,3- 1,8 ПДК), впадающих в Сурское водохранилище.
4. В озере Моховом выявлен повышенный уровень кислотности- pH=4,2
5. В контрольном водоёме Чистые пруды подобные показатели соответствуют общепринятым нормам.
6. Содержание лейкоцитов в крови животных контрольной и экспериментальной групп соответствует физиологическим нормам. Нижние границы нормы зафиксированы у животных из группы района загрязнения.
7. В крови животных экспериментальной группы выявлено повышенное содержание эозинофилов на фоне пониженного содержания лимфоцитов, что обусловлено низким уровнем Т-лимфоцитов. Концентрация гемоглобина в крови животных п. Леонидовка была ниже физиологической нормы.

        Глава 3. Результаты.
        3.1. Результаты модельного эксперимента на крысах линии Wistar
        Считается, что состояние иммунной системы человека и животных является наиболее чувствительным показателем влияния загрязнения окружающей среды на организм.
Поэтому методы оценки иммунной системы (особенно в динамике) оказываются весьма информативными даже в том случае, когда никакими другими тестами выявить неблагоприятное воздействие токсиканта не удается  [1,2,3].
          Наиболее удобными объектами для исследования влияния загрязнения окружающей среды на иммунобиологический статус являются лабораторные животные (мыши или крысы), которые позволяют изучать влияние отдельных звеньев пищевой цепочки (воды, растительного корма т.п.) на развитие иммунной системы организма и при этом моделировать различные факторы окружающей среды [4].
          Достаточно объективную экологическую оценку дают исследования комплекса клеточного и гуморального звеньев иммунной системы, а также системы неспецифической защиты организма [5].
          С целью повышения достоверности полученных результатов необходимо в каждой исследуемой группе иметь не менее двадцати голов животных. Полученные иммунологические параметры сопоставляются с установленными физиологическими нормами для данного вида и производится сравнение между контрольной и опытными группами [6].
           Функционирование иммунной системы животных оценивалось по следующим критериям:
          - относительное и абсолютное содержание Т-лимфоцитов и В-лимфоцитов в периферической крови (клеточное звено иммунитета);
          - содержание эритроцитов и лейкоцитов в крови;
          - уровень гемоглобина и глюкозы в крови;
          - лейкограмма.
Лабораторные животные находились в условиях вивария ПГСХА. Использовали полусинтетический рацион. Состав рациона следующий: казеин, крахмал, глюкоза, масло, трава. В контрольной группе животные получали воду и траву из экологически – чистых районов. В 1 опытной группе животные получали траву из экологически чистого района, а воду из загрязненного водоёма. Во 2 опытной группе животные получали траву и воду из загрязненного района.
     3.2. Изменения в состоянии иммунной системы крыс в  модельном эксперименте.
          В течение первого месяца на крысах наблюдалась стимуляция клеточного звена иммунитета, при котором выраженных нарушений в функционировании иммунной системы не наблюдалось. Привес опытных животных также находился на уровне контроля и имел тенденцию к увеличению. 
          В течение второго и третьего месяцев эксперимента иммунные реакции поменяли направление и по результатам второго убоя (90 дней) были выявлены существенные отклонения в показателях крови крыс опытных групп. Так, количество лейкоцитов в первой и второй опытных группах было достоверно ниже, чем в контроле (3,45+0,21 и 
Диаграмма № 1.
Изменение количества лейкоцитов в крови животных контрольной и опытных групп




2,7+0,16  *10 /л соответственно, при норме 4-8,5 * 10 /л) Количество Т-лимфоцитов, выявленных методом розеткообразования, составило в среднем 53,5+3,7% для контрольной, 34,5+2,4% для первой опытной и 30,0+2,5% для второй опытной групп (норма – 45-55%) 
















Диаграмма № 2.
Изменение количества Т- лимфоцитов в крови животных контрольной и опытных групп


Фагоцитарный показатель НСТ – тест зафиксировал увеличение доли активированных нейтрофилов в спонтанных условиях, которое составило 33,3+3,2%  и  41+ 2,7%  против 25+ 1,1% в контроле . 


Диаграмма № 3.
Результаты НСТ-теста.


Вероятно, этот факт указывает на наличие антигенов в организме, обуславливающих напряженное состояние нейтрофилов.
             Уровень циркулирующих иммунных комплексов в сыворотке крови крыс опытных групп был достоверно выше такового в контроле , что свидетельствует о напряженности аллергических реакций.
Диаграмма № 4.
Показатели уровня циркулирующих иммунных комплексов в крови животных контрольной и опытных групп


В ходе исследований нами были выявлены существенные изменения уровня тиоловых групп как в опытных, так и в контрольной группах. 

Диаграмма № 5.
Показатели уровня тиоловых групп в крови животных контрольной и опытных групп



Это может свидетельствовать о поступлении в организм животных опытной группы сильного антигена с потребляемым кормом и водой. Тиолы играют важную роль в антиоксидантной защите организма. Выраженные гидрофильные свойства обеспечивают их высокое содержание в водной фракции клетки и возможность защиты биологически важных молекул, ферментов, нуклеиновых кислот, гемоглобина и др. от окислительного повреждения. 

	3.3. Влияние продуктов распада химического оружия на гематологические и биохимические показатели крыс.
 Содержание эритроцитов имело устойчивую тенденцию к понижению (6,6+0,2; 6,0+0,1; 3,7+0,1  *10 /л) 












Диаграмма № 6.
Изменение содержания эритроцитов в крови животных контрольной и опытных групп




Однако количество гемоглобина колебалось в пределах физиологической нормы 117+2,05;128+30,7; 108+4,03 г/л) , что свидетельствует о снижении гематокрита. 
Диаграмма № 7.
Показатели количества гемоглобина в крови животных контрольной и опытных групп




Анализ лейкограммы показал существенное увеличение количества эозинофилов (3,75+0,1;  6,5+0,2;  13+0,3% соответственно группам, при норме 2,5-5,0%) , что говорит о наличии сильного аллергена в потребляемом корме или воде.

Диаграмма № 8.
Изменение показателей содержания эофинофиллов в крови животных контрольной и опытных групп


Сходные данные были получены другими исследованиями у людей,  контактирующих с металлами в силу профессиональной деятельности [7].  С учетом  того,  что  в ряде случаев сенсибилизирующие дозы элементов достаточно малы [9], нельзя отрицать возможность содержания в воде озера  Моховое кадмия, хрома, никеля в небольших концентрациях. 
         Уровень глюкозы в крови животных колебался вблизи нормальных показателей  
Диаграмма № 9.
Показатели уровня глюкозы в крови животных контрольной и опытных групп

в то время как масса контрольных и опытных животных существенно отличалась (182+8,8;  90+6,2;  85+6,0г. соответственно группам) . 

Диаграмма № 10.
Показатели массы животных контрольной и опытных групп


Таким образом,  было установлено, что хроническое поступление ксенобиотиков в  организм лабораторных животных оказывает явно отрицательное влияние на  состояние иммунной системы, хотя на первом этапе наблюдался стимулирующий эффект.
           





4. Выводы.
         1. На основании полученного экспериментального материала было установлено, что продукты деструкции химического оружия имеют отрицательное воздействие на иммунную систему лабораторных крыс.
         2. были выявлены отклонения в функционировании иммунной системы крыс  опытных  групп,  что выразилось в уменьшении количества лейкоцитов, в 1 и 2 опытных группах до (3,45+0,21  и  2,7+0,16  * 10 /л против 6,26+0,35 * 10 /л  соответственно, при норме 4 – 8,5 * 10 /л); количества Т-лимфоцитов, что составило в среднем  53,5+3,7% для  контрольной ,  34,5+2,4% для первой опытной и  30,0+2,5% для второй опытной групп (норма  -  45-55%); увеличении активных нейтрофилов, которое составило 33,5+3,2 и 41+2,7% против 25+1,1% в контроле.
           3. Содержание эритроцитов имело устойчивую тенденцию к понижению (6,6+0,2; 6,0+0,1; 3,7+0,1 *10 /л, при норме 6,0-7,5 *10 /л). Существенно увеличилось количество эозинофилов (3,75+0,1; 6,5+0,2; 13+0,3%  соответственно группам, при норме  2,5-5,0%). 
            4. Проведенные исследования позволяют предположить, что причиной снижения иммунологического статуса животных и выраженной эозинофилии  является присутствие в окружающей среде продуктов деструкции химического оружия , обладающих аллергенными и токсическими свойствами.
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