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Изучены особенности распределения гидроксибензола и 
4-метилгидроксибензола в организме всеядных теплокровных 
животных (крысы) при внутрижелудочном введении трехкратных 
летальных доз отравляющих веществ. Установлено, что анализируе-
мые вещества в неизменном виде в значительных количествах обна-
руживаются во внутренних органах и крови отравленных организ-
мов, в частности гидроксибензол (мг/100 г) превалирует в желудке, 
а 4-метилгидроксибензол – в желудке и селезенке.

Ключевые слова: гидроксибензол, 4-метилгидроксибензол, 
распределение, химико-токсикологический анализ.

Гидроксибензол (ГОБ) и 4-метилгидрокси-

бензол (4-МГОБ) – биологически активные 

вещества, обладающие сильным антисептическим 

действием. Они входят в состав березового дегтя и 

креозота, являются полупродуктами синтеза полиме-

ров, лекарственных средств, красителей, пестицидов, 

побочными продуктами коксо-химических произ-

водств [1–3]. ГОБ и 4-МГОБ – наиболее распростра-

ненные экотоксиканты природных водоемов [4].

По физическим свойствам ГОБ и 4-МГОБ – 

бесцветные кристаллы, постепенно розовеющие 

на воздухе, с характерным запахом и температура-

ми плавления соответственно 40,9°С и 34°С [5]. Рас-

творимость в воде (г/1000 мл) ГОБ составляет 82 при 

температуре 20°C и 67 при 16°C, 4-МГОБ – 24 при 

40°C и 53 при 100°C [6]. ГОБ смешивается с диэти-

ловым эфиром и этиловым спиртом, очень хорошо 

растворим в диоксане и бензоле, легко растворим 

– в хлороформе, растворим в растворах щелочей. 

4-МГОБ легко растворим в этиловом спирте, ацето-

не, диоксане, растворим в эфире, хлороформе, рас-

творах щелочей [5, 6].

Данные соединения токсичны для теплокров-

ных организмов. LD
50

 ГОБ (в мг/кг) составляет при 

внутрижелудочном введении для крыс 512, для мы-

шей – 427, при подкожном введении для крыс– 670, 

для мышей – 510. LD
50

 4-МГОБ (в мг/кг) составляет 

при внутрижелудочном введении для крыс и мышей 

соответственно 1004 и 828, при подкожном введе-

нии для мышей – 750 [7, 8]. Описаны случаи от-

равления людей ГОБ и 4-МГОБ различной степени 

тяжести, в том числе с летальным исходом. Леталь-

ные дозы ГОБ и 4-МГОБ для человека при приеме 

данных веществ внутрь составляют 1–30 и 2 г со-

ответственно [1, 6, 9]. Токсические свойства ГОБ и 

4-МГОБ, наличие случаев летального отравления 

рассматриваемыми веществами делают их потен-

циальными объектами химико-токсикологического 

исследования [10]. Отдельные вопросы химико-

токсикологического анализа ГОБ и 4-МГОБ изуче-

ны недостаточно, в частности распределение дан-

ных соединений в организме теплокровных при 

летальных отравлениях.

Цель настоящей работы – изучение особенностей 

распределения ГОБ и 4-МГОБ в организме всеядных 

теплокровных животных при летальных отравлениях, 

вызванных внутрижелудочным введением отравляю-

щих веществ. 

Экспериментальная часть
Объектами исследования явились ГОБ (ч.д.а.) и 

4-МГОБ (х.ч.) с содержанием основных веществ со-

ответственно ≥99,5 и ≥99%. 

Исследования проводили на крысах в соот-

ветствии с методиками, примененными ранее для 

изучения распределения некоторых других гидрок-

сиаренов и их метоксипроизводных [10,11]. В каж-

дом случае 25 крысам-самцам породы Wistar 5-ме-

сячного возраста (5 опытных групп по 5 особей в 

каждой с массой 250–280 г) вводили через зонд в же-
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лудок тройную дозу LD
50

 отравляющего вещества 

(512 мг/кг•3 при исследовании ГОБ или 1004 мг/

кг•3 при исследовании 4-МГОБ). После гибели жи-

вотных, наступавшей в первые 10–20 мин после вве-

дения веществ, трупы вскрывали, одинаковые ор-

ганы и биожидкости, взятые от животных внутри 

каждой из групп, объединяли и исследовали на при-

сутствие в них ГОБ или 4-МГОБ. Параллельно ис-

следовали органы и биожидкости 5 животных кон-

трольной группы.

Определенное количество мелкоизмельченных 

(до размера 0,2–0,5 см) тканей органа или биожид-

кости заливали двукратным по массе количеством 

этилацетата, но не менее 4 мл (3,6 г). Смесь выдер-

живали 45 мин при периодическом перемешивании. 

Извлечение сливали с твердого остатка, процесс на-

стаивания повторяли. Оба извлечения объединяли в 

выпарительной чашке, растворитель испаряли в токе 

воздуха при температуре 18–20°С до незначительного 

(0,5–1,0 мл) объема, а затем в токе азота до получения 

сухого остатка [9]. 

Остаток, полученный после испарения этилаце-

тата из объединенного извлечения, растворяли в 

1–1,5 мл смеси гексан – диэтиловый эфир (6:4). 

Раствор вносили в стеклянную колонку размера-

ми 240×15 мм, заполненную 20 г силикагеля типа 

L 40/100 мкм. После полного вхождения раство-

ра в слой сорбента в колонку добавляли элюент – 

гексан – диэтиловый эфир (6:4). Фракции элюа-

та по 2 мл каждая собирали в отдельные пробирки. 

По 5–10 мкл каждой фракции наносили на хрома-

тографическую пластину типа «Силуфол UV-254» 

и хроматографировали в присутствии вещества-

свидетеля в стеклянных камерах с внутренним объ-

емом около 600 см3, применяя подвижную фазу дих-

лорэтан – бензол – диэтиловый эфир (7:2:1). По 

наличию пятен на хроматограмме, величина Rf ко-

торых соответствовала таковой стандарта, опреде-

ляли присутствие исследуемого вещества в той или 

иной фракции. Фракции элюата, содержащие ГОБ 

[в стандартных условиях с 5-й по 8-ю фракцию 

(9–16 мл)] или 4-МГОБ [в стандартных условиях с 

10-й по 13-ю фракцию (19-26 мл)], объединяли и 

упаривали вначале в токе воздуха при комнатной 

температуре до незначительного (0,5–1,0 мл) объе-

ма, а затем в токе азота до получения сухого остатка. 

Остаток растворяли в 5 мл этилацетата (исходный 

раствор). В 2 выпарительные чашки вносили по 0,5–

2,5 мл исходного раствора и испаряли растворитель 

в токе азота до полного удаления растворителя. 

Остаток в 1-й чашке растворяли в незначитель-

ном количестве хлороформа и количественно пе-

реносили на линию старта пластины «Силуфол 

UV-254» в виде полосы. Рядом на линию старта на-

носили по 5–10 мкл растворов (0,08% в хлорофор-

ме) вещества-свидетеля и внутреннего стандар-

та (1,3-дигидроксибензола). Хроматографировали, 

используя элюент дихлорэтан – бензол – диэти-

ловый эфир (7:2:1). Хроматограммы проявляли в 

УФ-свете. ГОБ или 4-МГОБ идентифицировали по 

величинам Rf и Rs (по отношению к Rf 1,3-диги-

дроксибензола). 

В дальнейшем то или иное анализируемое ве-

щество элюировали из сорбента этанолом, иден-

тифицировали по УФ-спектрам и проводили ко-

личественное определение по интенсивности 

поглощения в области 273 нм для ГОБ и 280 нм – 

для 4-МГОБ. Для этого пятно анализируемого веще-

ства (ГОБ или 4-МГОБ) вырезали из хроматограм-

мы, вносили в пробирку и элюировали вещество 5 

или 10 мл этилового спирта путем периодического 

перемешивания содержимого пробирки в течение 

10 мин. Элюат отделяли и исследовали его светопо-

глощение в интервале длин волн 200–360 нм. Если 

анализируемое вещество присутствовало в большой 

концентрации, элюат предварительно разбавляли 

этиловым спиртом.

Остаток во 2-й чашке растворяли в 2 мл хлори-

стого метилена. 4 мкл полученного раствора вводи-

ли в хроматограф 6850 Network GC System с масс-

селективным детектором модели 5973 Network. 

Пробу вводили c делением потока 1:2. Хроматогра-

фировали в кварцевой капиллярной колонке DB-5 

MS EVIDEX (25 м×0,2 мм) со слоем неподвижной 

фазы [(5%-фенил)-метилполисилоксан] толщиной 

0,33 мкм. Температура инжектора составляла 250°C, 

интерфейса детектора – 300°С. Начальная темпе-

ратура термостата колонки (70°С) поддерживалась 

в течение 3,0 мин, затем увеличивалась до 290°C со 

скоростью 20°C/мин. Газом-носителем являлся ге-

лий, скорость подачи которого составляла 0,6 мл/

мин. Масс-селективный детектор работал в режи-

ме электронного удара (70 эВ). Диапазон сканиро-

вания находился в пределах 40–500 m/z. Вещества 

идентифицировали по совпадению масс-спектров 

с библиотечными (библиотека Wiley-7nl) на 86% и 

более. Также при идентификации учитывали харак-

терные значения времени удерживания. При опре-

делении ГОБ и 4-МГОБ сигнал регистрировали по 

полному ионному току с задержкой на растворитель 

в 3,5 мин. 

По величине оптической плотности этанольно-

го элюата, измеренного при длине волны 273 нм (для 

ГОБ) или 280 нм (для 4-МГОБ), определяли количе-

ственное содержание того или иного рассматривае-

мого соединения. Оптическую плотность измеряли 

на спектрофотометре СФ-2000 в кюветах с длиной 

оптического пути 10 мм. Раствор сравнения – элю-

ат, полученный в контрольном опыте. По величине 

оптической плотности этанольного элюата определя-

ли количественное содержание того или иного ана-

лизируемого вещества. 
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В ходе исследования при идентификации ме-

тодом ТСХ анализируемые вещества проявлялись 

на хроматограммах в УФ-свете в виде темных пя-

тен на более светлом общем фоне пластины. Ве-

личины Rf и Rs ГОБ (0,55 и 1,67) и 4-МГОБ (0,58 

и 1,76) соответствовали величинам Rf веществ-

стандартов. В процессе идентификации методом 

УФ-спектрофотометрии при сравнении спектраль-

ных кривых веществ, извлеченных из биомате-

риала и очищенных по вышеописанной схеме, со 

спектрами чистых веществ в этаноле выявлено со-

впадение форм спектральных кривых и положения 

точек экстремумов. Все спектральные кривые ГОБ 

(рис. 1) имеют длинноволновую полосу поглоще-

ния с максимумом 273±2 нм, спектральные кривые 

4-МГОБ (рис. 2) – длинноволновую полосу с мак-

симумом 280±2 нм. При исследовании извлечений 

из тканей внутренних органов и крови крыс, не по-

лучавших ГОБ и 4-МГОБ, установлено отсутствие 

данных веществ в паренхиматозных и полых орга-

нах, а также в крови животных контрольной серии. 

Измеренное при длинах волн 273 и 280 нм фоновое 

поглощение элюатов из участков хроматограмм, по 

площади и положению относительно линии стар-

та соответствующих тому или иному анализируемо-

му веществу, не превышало 0,022 единиц оптиче-

ской плотности для извлечений из органов и 0,016 

из крови.

При идентификации методом ГХ МС значе-

ния времени удерживания ГОБ и 4-МГОБ совпада-

ли со значениями времени удерживания веществ-

стандартов и составляли соответственно 6,14 и 7,35 

мин. В масс-спектрах присутствовали сигналы харак-

терных осколков (заряженных частиц) для молекул 

ГОБ – 39, 51, 55, 66, 94 m/z; основной (молекуляр-

ный) ион – 94 m/z, и 4-МГОБ – 39, 51, 53, 55, 63, 65, 

77, 90, 107 m/z; основной (молекулярный) ион – 107 

m/z. На хроматограммах анализируемых веществ не 

обнаруживалось (по сравнению с хроматограммами 

веществ-стандартов) присутствие дополнительных 

пиков и заметного смещения базовой линии. 

Градуировочные графики для фотометрического 

определения ГОБ и 4-МГОБ по характеру поглощения 

в УФ-области спектра в данном случае соответственно 

описывались уравнениями: А = 0,019177·С-0,004522 и 

А = 0,016774·C+0,0014420, где А – оптическая плот-

ность, С – концентрация анализируемого вещества в 

фотометрируемом растворе (мкг/мл). Относительная 

ошибка среднего результата при определении ГОБ 

и 4-МГОБ методом УФ-спектрофотометрии (n=6, 

p=0,95) не превышала 0,9%.

Установлено, что ГОБ и 4-МГОБ присутствуют 

в неизменном виде как в органах, так и в крови по-

гибших организмов. Наибольшие количества ГОБ 

(мг в 100 г органа или биожидкости) обнаружива-

ются в желудке (1321,11±60,75), тонком кишечни-

Рис. 1. Спектральные кривые гидроксибензола в этиловом 
спирте: 1 – извлеченного из желудка; 2 – из тонкого 
кишечника; 3 – из селезенки; 4 – 0,002 % раствор 

вещества-стандарта; 5 – из сердца
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Рис. 2. Спектральные кривые 4-метилгидроксибензола 
в этиловом спирте: 1 – извлеченного из желудка; 

2 – из селезенки; 3 – из тонкого кишечника; 4 – 0,002% 
раствор вещества-стандарта; 5 – из печени

О
п

ти
ч

ес
к

ая
 п

л
о

тн
о

ст
ь

, 
ед

. 
о

.п
.

1,500

1,000

0,500

0,000
200,0 225,0 250,0 275,0 300,0

Длина волны, нм



ФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармацияФармация

Фармакология:  эксперимент и клиника

38 №1, 2016ФармацияФармация

ке (210,19±14,34), селезенке (157,29±59,66) и серд-

це (89,29±3,84), несколько меньшие его количества 

– в легких (54,71±2,00) и печени (54,01±2,96) отрав-

ленных животных. Наибольшее количество 4-МГОБ 

(1 мг в 100 г биоматериала) выявлено в желудке 

(2965,34±212,61), селезенке (989,63±153,35), тонком 

кишечнике (657,00±57,34) и печени (303,89±18,68), 

несколько меньшие – в легких (230,81±17,58), серд-

це (193,13±16,36) и мышцах (189,34±7,95) погибших 

организмов. 

Выводы
1. Изучено распределение гидроксибензола и 

4-метилгидроксибензола в организме теплокровных 

животных (крысы) при однократном введении трой-

ной дозы LD
50

 каждого из веществ в желудок.

2. Установлено присутствие рассматриваемых ве-

ществ в неизменном виде в органах и крови погиб-

ших животных. 

3. Наибольшие количества гидроксибензола об-

наруживаются в желудке, тонком кишечнике, селе-

зенке и сердце, а 4-метилгидроксибензола – в желуд-

ке, селезенке, тонком кишечнике и печени. 
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DISTRIBUTION OF HYDROXYBENZENE AND 4-METHYLHYDROXYBENZENE IN WARM-BLOODED 
ANIMALS WITH FATAL INTOXICATIONS 
A.P. Astashkina, PhD; O.I. Pugacheva; Professor V.K. Shormanov, PhD; M.K. Elizarova, PhD; M.A. Ostanin 
Kursk State Medical University; 3, K. Marx St., Kursk 305041

SUMMARY
The authors investigated the specific features of the distribution of hydroxybenzene and 4-methoxyhydroxybenzene in warm-blooded omnivo-

rous animals (rats) when the triple lethal doses of the toxic substances were intragastrically administered. Acetone was used to isolate hydroxyben-
zene and 4-methoxyhydroxybenzene from the viscera and blood of the animals. The extracts were purified in a column packed with silica gel L 
40/100 μm (hexane/ diethyl ether (6:4) as an eluent). Thin layer chromatography, liquid chromatography-mass spectrophotometry, and ultraviolet 
spectrophotometry were used for the identification and assay of the substances in question. Hydroxybenzene and 4-methoxyhydroxybenzene were 
ascertained to be detected unchanged in significant amounts in the viscera and blood of the poisoned animals; hydroxybenzene (mg/100 g) 
being prevalent in the stomach, small bowel, spleen, and heart; 4-methoxyhydroxybenzene in the stomach, spleen, small bowel, and liver.

Key words: hydroxybenzene, 4-methoxyhydroxybenzene, distribution, chemical and toxicological analysis.
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