
62 ISSN 0869-8155 (print)     ISSN 2686-701X (online)     Аграрная наука     Agrarian science     387 (10)    2024

ЗО
ОТ

ЕХ
Н

ИЯ
Снижение опасности токсинов фитопатогенов 
с помощью композиции органоминерального 
происхождения
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Загрязнение токсинами фитопатогенов или микотоксинами продовольственного 
и кормового сырья растительного происхождения представляет серьезную угрозу для получения 
высококачественной и безопасной агропродукции. Снижение рисков загрязнения растительного 
сырья микотоксинами зависит от эффективного использования биопрепаратов для уменьшения 
токсичности микотоксинов.

Методы. Опыты проводили на первичных клетках печени крысы. Первичные клетки печени 
культивировались в среде DMEM в присутствии 10% фетальной телячьей сыворотки при 37 °С и 5% 
СО2. Зеараленон и Т-2 токсин растворяли в смеси ДМСО и 96%-ного спирта в соотношении 1:1. 
Зеараленон, Т-2-токсин и защитные композиции смешивали и выдерживали совместно в течение 
6 часов, после экспозиции добавляли в среду с клеточным монослоем. Концентрацию композиции 
на бактериальной основе КМБИ-3 для исследований использовали в трех вариантах: 0,4 мг/мл, 
2 мг/мл и 4 мг/мл. После 24 часов культивирования клеточный слой с помощью инвертированного 
микроскопа оценивали по следующим параметрам: процент покрытия поверхности, форма клеток, 
количество клеточных агрегатов, количество плавающих клеток.

Результаты. Выявлено дозозависимое снижение жизнеспособности клеток при воздействии 
зеараленона и Т-2 токсина, наибольший токсический эффект наблюдался в дозах от 0,5 х 10-4 и 
8,6 х 10-8 М и 2,14 х 10-7 М соответственно. При использовании защитной композиции КМБИ-3 в 
дозе 4 мг/мл наблюдалось наименьшее отрицательное воздействие зеараленона и Т-2 токсина 
на клеточную культуру. Применение композиции органоминерального происхождения КМБИ-3 
способствует повышению жизнеспособности клеток при воздействии токсинов зеараленона 
и Т-2 токсина, что свидетельствует об активизации пролиферативных процессов в сравнении 
с группой без применения препаратов. Использование биопрепарата КМБИ-3 снижает патогенное 
воздействие зеараленона и Т-2 токсина на клеточную культуру, повышает устойчивость клеток 
печени к воздействию токсинов фитопатогенов.
Ключевые слова: фитопатогены, микотоксины, зеараленон, Т-2 токсин, культура клеток, 
жизнеспособность, биопрепараты
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Reducing the danger of phytopathogen toxins 
by using an organomineral composition
ABSTRACT
Relevance. Contamination by toxins of phytopathogens or mycotoxins of food and feed raw materials 
of plant origin poses a serious threat to the production of high-quality and safe agricultural products. 
Reducing the risks of contamination of plant raw materials with mycotoxins depends on the effective use 
of biological products to reduce the toxicity of mycotoxins.

Methods. Experiments were carried out on primary rat liver cells. Primary liver cells were cultured in 
DMEM medium in the presence of 10% fetal calf serum at 37OC and 5% CO2. Zearalenone and T-2 toxin 
were dissolved in a mixture of DMSO and 96% alcohol in a ratio 1:1. Zearalenone T-2 toxin and protective 
compositions were mixed and aged together for 6 hours and after exposure added to a medium with 
a cellular monolayer. The concentration of bacterial-based compositions KMBI-3 and KMCI-3 was used 
for research in three variants: 0.4 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml. After 24 hours of cultivation, the cell layer 
was evaluated using an inverted microscope according to the following parameters: percentage of surface 
coverage, cell shape, number of cell aggregates, number of floating cells.

Results. A dose-dependent decrease in cell viability was revealed when exposed to zearalenone and T-2 
toxin, the most toxic effect was observed at doses from 0.5 х 10-4 and 8.6 х 10-8 M and 2.14 х 10-7 M, 
respectively. When using the protective composition KMBI-3 at a dose of 4 mg/ml, the least negative effect 
of zearalenone and T-2 toxin on cell culture was observed. The use of compositions of organomineral 
origin KMBI-3 helps to increase cell viability when exposed to the toxins zearalenone and T-2 toxin, which 
indicates the activation of proliferative processes in comparison with the group without the use of drugs. 
The use of the biopreparation KMBI-3 reduces the pathogenic effect of zearalenone and T-2 toxin on cell 
culture, increases the resistance of liver cells to the effects of phytopathogen toxins.
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1 ГОСТ 33215-2014 Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования помещений и организации процедур.
2 Директива Европейского парламента и Совета Европейского союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 года о защите животных, применяющихся 
для научных целей.
3 Федеральный закон от 27.12.2018 № 498-ФЗ (ред. от 24.07.2023) «Об ответственном обращении с животными и о внесении изменений 
в отдельные законодательные акты Российской Федерации».

Введение/Introduction
Высокая контаминация микроскопическими гриба-

ми и их производными — микотоксинами — продоволь-
ственного сырья и пищевых продуктов является одной 
из основных проблем во всем мире. Микотоксины — это 
токсичные химические вещества, вырабатываемые та-
кими видами грибов, как Fusarium,.Alternaria,.Aspergillus.
и. Penicillium, которые либо фитотоксичны, либо вред-
ны для здоровья человека и животных. Доказано, что 
борьба с фитопатогенами, вызывающими образова-
ние фузариотоксинов, является сложной из-за высокой 
распространенности продуцента и изменчивости гене-
тического аппарата [1, 2].

Биотрофные грибы фузариум извлекают питатель-
ные веществ из живых клеток и тканей организма хозяи-
на за счет продуцирования ими токсинов и гидролити-
ческих ферментов, нарушающих метаболические пути 
на молекулярном, клеточном и организменном уров-
нях. Грибы рода Fusarium, продуцирующие микотокси-
ны, являются основными патогенами в зерновых куль-
турах, таких как пшеница, овес, ячмень и кукуруза [2]. 
Вторичные метаболиты грибов, такие как фумонизины, 
Т-2 токсин, дезоксиниваленол (ДОН), зеараленон и дру-
гие, могут вызывать различные патологические процес-
сы в организме животных и человека [3, 4].

Зеараленон (ZEA) (ранее известный как токсин F-2) — 
это нестероидный эстрогенный микотоксин, нарушает 
репродуктивную функцию у млекопитающих. Наиболее 
чувствительными к зеараленону среди сельскохозяй-
ственных животных являются свиньи. В настоящее вре-
мя нет эффективного лекарственного препарата от дан-
ного токсина [3, 4].

Токсическое действие ZEA на свиней связано с гипер-
трофией вульвы и яичников, но не с увеличением молоч-
ных желез и матки. При кормлении поросят и свинома-
ток рационом, содержащим 3,61 мг/кг ЗЕА, с периода 
полового созревания до стадии спаривания примерно 
у 45% этих свинок развились псевдобеременности, вы-
званные ZEA. Высокие концентрации ZEA индуцируют 
апоптоз и нарушают пролиферацию гранулезных кле-
ток свиней дозозависимым образом. Опасность зеара-
ленона заключается в том, что он вызывает нарушение 
трансмембранности митохондрий свиней [5–7].

Токсин Т-2 обладает липофильным характером и мо-
жет немедленно всасываться из пищеварительного 
тракта или через слизистые оболочки дыхательных пу-
тей [6]. Печень является основным органом метаболиз-
ма токсина после его всасывания. После приема внутрь 
токсин быстро всасывается и выводится с калом и мо-
чой. Период полураспада Т-2 токсина в плазме корот-
кий, элиминация обычно завершается в течение 48 ча-
сов в зависимости от режима введения потребляемого 
количества и видоспецифических различий [7, 8].

В исследованиях in.vitro.с клетками печени животных 
и человека было показано, что Т-2 токсин слабо мета-
болизируется гепатоцитами в связи с нарушением фер-
ментной секреции клеток [9–12].

Цель. исследования — изучение влияния на первич-
ную клетки печени метаболитов фитопатогенов зеара-
ленона и Т-2 токсина в условиях in. vitro на фоне при-
менения защитных композиций органоминерального 
происхождения.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Работа выполнена с января по июнь 2024 года на 

базе лаборатории кормов и кормовых добавок Феде-
рального государственного бюджетного научного уч-
реждения «Федеральный центр токсикологической, ра-
диационной и биологической безопасности» (ФГБНУ 
«ФЦТРБ-ВНИВИ», Казань, Россия).

Объекты исследования: композиция органоминераль-
ного происхождения КМБИ-3 (ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», 
Россия), изготовлена из консорциума живых молочно-
кислых микроорганизмов Lactobacillus. plantarum,. спо-
рообразующих бактерий Bacillus. subtilis в среде куль-
тивирования; бентонит, полученный с месторождений, 
расположенный на территории Республики Татарстан; 
пиримидиновое основание (5-гидрокси-6-метилура-
цил). В 1 г КМБИ-3 содержится.Lactobacillus.plantarum.—.
не менее 1 х 109 КОЕ (колониеобразующих единиц), 
Bacillus. subtilis — не менее 1 х 109 КОЕ, бентонита — 
не менее 900 мг, 5-гидрокси-6-метилурацила — не ме-
нее 100 мг.

Для изучения защитной эффективности композиции 
органоминерального происхождения КМБИ-3 при со-
четанном воздействии токсинов фитопатогенов в каче-
стве модели использовали первичные клетки печени и 
микотоксины зеараленон и Т-2 токсин (ООО НПК «Эври-
ка», Россия).

Первичные клетки печени выделяли из печени ла-
бораторных крыс в лаборатории культур клеток и пита-
тельных сред ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ» согласно обще-
принятой методике [13].

В опытах были использованы беспородные белые 
крысы, самцы и самки, с живой массой от 180 до 200 г. 
В опыт брали клинически здоровых животных, содержа-
щихся на стандартном рационе и прошедших до начала 
эксперимента 14-дневный карантин1.

Эксперименты на животных при получении первич-
ных гепатоцитов проводили согласно правилам, изло-
женным в Директиве Европейского парламента и Сове-
та Европейского союза2 и статье 4 ФЗ РФ № 498-ФЗ33.

Первичные клетки печени культивировались в среде 
DMEM («ПанЭко», Россия) с добавлением 10% феталь-
ной телячьей сыворотки («ПанЭко», Россия) при 37 °С 
и 5% СО2. Клетки высевали в 96-луночные культураль-
ные планшеты в концентрации 5000 кл/мл, выращива-
ли в инкубаторе MCO-19AIC (Sanyo, Япония) во влажной 
атмосфере при температуре 37 °С и 5%. Зеараленон и 
Т-2 токсин растворяли в смеси ДМСО и 96%-ного спир-
та в соотношении 1:1.

Согласно концентрациям токсинов фитопатогенов 
проведено распределение на 13 экспериментальных 
групп клеток печени (контрольная группа и 12 опытных 
групп): 1-я группа — контрольная, содержащая моно-
слой клеток печени, смесь ДМСО и 96%-ного спирта в 
соотношении 1:1 (без добавления зеараленона и Т-2 
токсина); 2-я группа — опытная, содержащая клетки пе-
чени, защитную композицию, зеараленон и Т-2 токсин в 
дозах 1 х 10-6 и 1,07 х 10-9 М; 3–13-я группы — опытные, 
содержащие клетки печени, защитную композицию, зе-
араленон и Т-2 токсин в дозах 0,25 х 10-5 и 10,7 х 10-9, 
 0,5 х 10-5 и 21,5 х 10-9, 1 х 10-5 и 42,9 х 10-9, 0,25 х 10-4 
и 6,4 х 10-8, 0,5 х 10-4 и 8,6 х 10-8, 1 х 10-4 и 10,7 х 10-8, 
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0,25 х 10-3 и 12,9 х 10-8, 0,5 х 10-3 и 1,5 х 10-7, 1 х 10-3 и  
1,7 х 10-7, 2 х 10-3 и 1,9 х 10-7, 3 х 10-3 и 2,14 х 10-7 М соот-
ветственно (табл. 1).

Смесь зеараленона, Т-2 токсина и защитной компо-
зиции смешивали, выдерживали совместно в течение 
6 часов и после экспозиции добавляли в среду с кле-
точным монослоем. Концентрацию композиции на бак-
териальной основе для исследований использовали в 
трех концентрациях: 0,4 мг/мл, 2 мг/мл и 4 мг/мл. После 
24 часов культивирования клеточный слой оценивали 
по следующим параметрам: жизнеспособность клеток, 
форма и размер клеток, количество клеточных агрега-
тов, количество плавающих клеток. Подсчет клеток осу-
ществляли в камере Горяева.

Пролиферативную активность клеточной культуры и 
ее жизнеспособность при совместном воздействии ток-
синов на фоне применения защитной композиции оце-
нивали принятым методом окраски трипановым синим 
по количеству живых и мертвых клеток [3, 14].

Цитотоксичность токсинов на фоне применения за-
щитной композиции определяли по выживаемости куль-
туры клеток методом МТТ-теста, как описано ранее [3].

Подсчет клеток проводили с помощью оптическо-
го микроскопа Zeiss Axio Vert.A1 (Carl Zeiss Microscopy 
GmbH, Германия). Влияние исследуемых соединений на 
культурально-морфологические свойства клеток опре-
деляли с учетом: коэффициента жизнеспособности — 
отношение живых клеток к общему их количеству (в %); 
индекса пролиферации — отношение числа выросших 
клеток к числу засеянных [2]; процента гибели клеток — 
отношение мертвых клеток, оставшихся после экспози-
ции с соединением, к общему числу клеток после экспо-
зиции с соединением [15, 16].

Статистическую обработку полученных данных осу-
ществляли методом вариационной статистики с при-
менением критерия достоверности по Стьюденту про-
граммы Microsoft Excel (США). Достоверными считали 
различия показателей в сравниваемых группах при 95% 
доверительной вероятности (p ≤ 0,05).

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Основываясь на ранее полученных результатах по 

способности препарата КМБИ-3 к деструкции микоток-
синов и об отсутствии токсичности в дозах 0,4 мг/мл, 
2 мг/мл и 4 мг/мл [14, 15], дальнейшие исследования 
были направлены на моделирование снижения токсич-
ности микотоксинов зеараленона и Т-2 токсина на клет-
ки печени. Жизнеспособность клеточной культуры пе-
чени при совместном воздействии зеараленона и Т-2 
токсина на фоне применения защитной композиции 
КМБИ-3 представлена на рисунке 1.

Из рисунка 1 видно, что при воздействии зеарале-
нона и Т-2 токсина на клеточную культуру жизнеспо-
собность клеток во 2–5-й группах уменьшилась незна-
чительно, в 6–13-й группах жизнеспособность клеток 
сократилась, соответственно, на 31,5%, 39,2%, 45,7%, 
50,9%, 57,6%, 62,8%, 67,5% и 76,0% в сравнении с кон-
тролем. При использовании защитной композиции 
КМБИ-3 в дозе 4 мг/мл наблюдалось наименьшее от-
рицательное воздействие зеараленона и Т-2 токсина на 
клеточную культуру. Жизнеспособность клеток во 2–7-й 
группах уменьшилась незначительно, в 8–13-й группах 
жизнеспособность клеток снизилась, соответственно, 
на 27,3%, 30,9%, 34,0%, 38,7%, 43,0% и 50,8% в срав-
нении с контролем.

Пролиферативная активность клеточной культу-
ры при совместном воздействии зеараленона и Т-2 

Таблица.1. Содержание метаболитов зеараленона  
и Т-2 токсина при сочетанном влиянии на клетки печени

Table.1. Concentration of zearalenone metabolites and T-2 toxin 
with combined effect on liver cells

№ 
группы

Концентрация зеараленона, 
М/л

Концентрация Т-2 токсина, 
М/л

– –

1х10-6 1,07х10-9

0,25х10-5 10,7х10-9

0,5х10-5 21,5х10-9

1х10-5 42,9х10-9

0,25х10-4 6,4х10-8

0,5х10-4 8,6х10-8

1х10-4 10,7х10-8

0,25х10-3 12,9х10-8

0,5х10-3 1,5х10-7

1х10-3 1,7х10-7

2х10-3 1,9х10-7

3х10-3 2,14х10-7

Рис. 1. Жизнеспособность клеточной культуры печени при 
совместном воздействии зеараленона и Т-2 токсина на фоне 
применения защитной композиции КМБИ-3

Fig. 1. Viability of liver cell culture under combined exposure to 
zearalenone and T-2 toxin against the background of the use  
of the protective composition KMBI-3
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токсина на фоне применения защитной композиции 
КМБИ-3 представлена на рисунке 2.

Из рисунка 2 видно, что при сочетанном воздей-
ствии зеараленона и Т-2 токсина на клеточную куль-
туру пролиферативная активность во 2–6-й группах 
уменьшилась незначительно, в 7–13-й группах проли-
феративная активность клеток уменьшилась, соответ-
ственно, на 18,7%, 25,1%, 34,3%, 43,8%, 51,9%, 63,0% 
и 78,4% в сравнении с контролем. При совместном 

Рис. 2. Пролиферативная активность клеточной культуры при со-
вместном воздействии зеараленона и Т-2 токсина на фоне приме-
нения защитной композиции КМБИ-3, %

Fig. 2. Proliferative activity of cell culture under combined action of 
zearalenone and T-2 toxin against the background of application of 
protective composition KMBI-3, %
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использовании зеараленона, Т-2 токсина и защитной 
композиции КМБИ-3 пролиферативная активность кле-
точной культуры во 2–8-й группах снизилась незначи-
тельно, в 9–13-й группах пролиферативная активность 
клеток сократилась, соответственно, на 15,2%, 20,3%, 
26,9%, 32,8% и 40,1% в сравнении с контролем.

Исход цитотоксических доз при сочетанном воз-
действии зеараленона и Т-2 токсина на фоне приме-
нения защитной композиции КМБИ-3 представлен на 
рисунке 3.

Из рисунка 3 видно, что при воздействии зеарале-
нона и Т-2 токсина на клеточную культуру цитотоксич-
ность во 2–6-й группах уменьшилась незначительно,  
в 7–13-й группах при воздействии зеараленона и Т-2 
токсина наблюдалось понижение цитотоксического ин-
декса, соответственно, на 18,7%, 24,6%, 32,0%, 41,0%, 
58,7%, 64,0% и 78,4% в сравнении с контролем.

При воздействии зеараленона и Т-2 токсина на фоне 
использования композиции КМБИ-3 значительный по-
ложительный результат наблюдался при дозе 4 мг/мл. 
При совместном использовании Т-2 токсина и компози-
ции КМБИ-3 цитотоксический индекс клеточной культу-
ры во 2–8-й группах понизился незначительно, в 9–13-й 
группах величина цитотоксического индекса клеток со-
кратилась относительно контроля на 17,1%, 24,3%, 
30,5%, 38,0% и 45,1% соответственно.

Выводы/Conclusions
Изученные цитотоксические исследования токсинов 

фитопатогенов зеараленона и Т-2 токсина указывают на 
их способность снижать жизнеспособность, подавлять 
пролиферативную активность клеток в низких концен-
трациях.

Рис. 3. Исход цитотоксических доз при сочетанном воздействии 
зеараленона и Т-2 токсина на фоне применения защитной 
композиции КМБИ-3

Fig. 3. The outcome of cytotoxic doses with the combined effect  
of zearalenone and T-2 toxin against the background of the use  
of the protective composition KMBI-3
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Применение КМБИ-3 показало эффективное сниже-
ние цитотоксичности зеараленона и Т-2 токсина более 
чем на 40% после сочетанного воздействия. Кроме того, 
анализ цитометрии клеток показал, что применение пре-
парата КМБИ-3 в дозе 4 мг/мл вызвало значительное по-
вышение жизнеспособности клеток печени при токсиче-
ском воздействии зеараленона и Т-2 токсина.

Полученные данные открывают понимание перспек-
тив использования защитных композиционных пре-
паратов для борьбы с фитопатогенами, их высоко-
токсичными метаболитами в сельскохозяйственном 
производстве.
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