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В результате проведенных исследований нами осуществлено сравнение нейрофизио-

логических эффектов фульвовых кислот, полученных из лигнита и стеблей кукурузы на 
модельном объекте данио рерио. Нами установлено, что как «кукурузная», так и «лиг-
нитная» фульвовые кислоты оказывают раздражающее действие на нервную систему 
эмбрионов и личинок данио рерио, что выражалось в увеличении количества толчков 
эмбрионами в STC-тесте и среднего количества проплываемого расстояния в LMR-
тесте. Однако наиболее раздражающий эффект оказывает «лигнитная» фульвовая 
кислота. Разница между усредненным для всех дозировок эффектом между «кукуруз-
ной» и «лигнитнитной» фульвовыми кислотами составила: 1,4 раза в STC-тесте, 
1,9 раз в световой фазе LMR-теста и 2,1 раза в темновой фазе LMR-теста. Эти ре-
зультаты, а также результаты, полученные в ходе определения полулетальных доз 
фульвовой кислоты, полученной из лигнита и кукурузного сырья, являются доказатель-
ством того, что «лигнитная» фульвовая кислота обладает более высоким раздража-
ющим и токсическим эффектом. Это необходимо учитывать при установлении и раз-
работке дозировок фульвовой кислоты при использовании ее в качестве кормовой до-
бавки в животноводстве и рыбоводстве. 

Ключевые слова: нейрофизиологические эффекты, фульвовая кислота, данио рерио, 
лигнит, кукурузное сырье, токсичность. 

As a result of our research, we compared the neurophysiological effects of fulvic acids ob-
tained from lignite and corn stalks on the model object zebrafish. We have found that both 

“corn” and “lignite” fulvic acids have an irritating effect on the nervous system of zebrafish 

embryos and larvae, which was expressed in an increase in the number of pushes by the em-
bryos in the STC test and the average amount of swimming distance in the LMR test. However, 

the most irritating effect is caused by “lignite” fulvic acid. The difference between the effect 

averaged for all dosages between “corn” and “lignite” fulvic acids was: 1.4 times in the STC 
test, 1.9 times in the light phase of the LMR test and 2.1 times in the dark phase of the LMR 

test. These results, as well as those obtained in the determination of semi-lethal doses of fulvic 

acid obtained from lignite and corn raw materials, provide evidence that “lignitic” fulvic acid 
has a higher irritant and toxic effect. This must be taken into account when establishing and 

developing dosages of fulvic acid when using it as a feed additive in livestock and fish farming. 

Key words: neurophysiological effects, fulvic acid, zebrafish, lignite, corn raw material, 
toxicity. 
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Введение. В современных исследованиях в области животновод-
ства и аквакультуры активное внимание уделяется фульвовой кислоте 
(ФК) как эффективной добавке в корма. Её использование способству-
ет улучшению качества производимой продукции и здоровья сельско-
хозяйственных животных [1–6]. 

ФК представляет собой естественное соединение с широким спек-
тром действия, являющееся одним из продуктов микробного метабо-
лизма [2]. Отличительные особенности заключаются в её низком мо-
лекулярном весе и высоком содержании кислорода, что делает её бо-
лее растворимой в воде и доступной для живых организмов, в отличие 
от гуминовой кислоты, имеющей крупные молекулы с высоким со-
держанием углерода и хуже растворимой в воде [7–9]. 

ФК может быть получена из различных источников, включая лиг-
нит – древесный материал, претерпевший угольный процесс под воз-
действием времени, давления и температуры [10]. Также современные 
технологии позволяют синтезировать ее из растительного сырья, 
например, из кукурузы [11]. 

В этой связи вызывает интерес потенциальная возможность раз-
личных источников сырья, из которых изготавливают ФК, оказывать 
разный физиологический эффект. В наших предыдущих исследовани-
ях нами было установлено, что между токсичностью ФК, полученных 
из лигнита и кукурузного сырья, существует разница [12]. 

В настоящее время тестирование различных эффектов воздействия 
химических веществ на человека и окружающую среду в значительной 
степени опирается на животные модели, такие как грызуны и взрослые 
рыбы [13]. В качестве альтернативы, эмбрионы данио рерио оказались 
перспективной моделью благодаря своей способности предсказывать 
токсичность [14]. 

Потенциал выявления взаимодействия химических веществ с нерв-
ной системой с помощью поведенческих тестов на данио рерио был 
признан мировым сообществом [7]. При этом наиболее часто исполь-
зуемые поведенческие тесты это: тест спонтанного сворачивания хво-
ста (spontaneous tail coiling, STC) и тест локомоторного ответа 
(locomotor response, LMR) [15]. 

Цель работы заключалась в изучении нейрофизиологических эф-
фектов ФК, полученных из лигнита и стеблей кукурузы на модельном 
объекте данио рерио. 
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Основная часть. Исследования выполнялись на кафедре ихтиоло-
гии и рыбоводства Белорусской государственной сельскохозяйствен-
ной академии. 

В исследованиях использовали ФК, полученную из лигнита (произ-
водство Китай), а также из кукурузного сырья (производство Россий-
ской Федерации). 

В качестве объектов исследований использовали эмбрионов и ли-
чинок данио рерио дикого типа в возрасте 6–144 часов после оплодо-
творения (hpf), находящихся на стадии икринки и, впоследствии, пе-
решедших на активное питание. Эмбрионы рыб получали от индиви-
дуального нереста (1 самец – 1 самка). Самец и самка накануне, вече-
ром, отсаживались в 3-литровый лоток-нерестовик, в котором имелась 
прозрачная перегородка, отделяющая самца от самки. Лоток находился 
на общем водоснабжении водой из вивария. Температура воды при 
нересте составляла 27 ºС. Утром, в 9:00, перегородка убиралась, и че-
рез 10–15 минут происходило начало нереста. После извлечения эм-
брионов из лотка-нерестовика (в 11:00), они промывались от загрязне-
ний и помещались в инкубационную среду. Состав инкубационной 
среды (EW): 294,0 мг/л хлорида кальция дигидрат (CaCl2 2 H2O); 
123,3 мг/л сульфата магния гепта-гидрата (MgSO4·7 H2O); 63,0 мг/л 
бикарбоната натрия (NaHCO3); 5,5 мг/л хлорида калия (KCl). Указан-
ные соли растворялись в дистиллированной воде. Перед использова-
нием инкубационная среда аэрировалась и выдерживалась при темпе-
ратуре 27 ºС. 

Инкубацию эмбрионов осуществляли в 90 мм полистироловых 
чашках Петри, которые помещались в инкубаторы c системой охла-
ждения и нагревания ST 5 SMART (Pol-Eko-Aparatura, Польша). Тем-
пература инкубации эмбрионов составляла 27,5–28,0 ºС. Объем инку-
бационной среды в каждой чашке Петри составлял 40 мл. 

Приготовление концентраций ФК (как из лигнита, так из кукуруз-
ного сырья) в диапазоне 0–100 мг/л осуществлялось по следующей 
методике. Вначале приготавливался стоковый раствор в концентрации 
2500 мг/л (100 мг сухой ФК в 40 мл EW). Затем из стокового раствора 
приготавливались разноконцентрированные растворы для экспозиции. 

Экспозиционные растворы приготавливались перед непосредствен-
ным добавлением к эмбрионам и хранились в отдельных пробирках. 

Через 6 часов после оплодотворения у собранных эмбрионов уда-
лялись неоплодотворенные икринки. Затем эмбрионы переносились в 
отдельные емкости по 8 эмбрионов в двух-трехкратной повторности 
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для каждой концентрации. Далее у эмбрионов оперативно удалялась 
вода и сразу добавлялся экспозиционный раствор соответствующей 
концентрации. 

После этого, эмбрионы с каждой группы (концентрации) переноси-
лись в стандартный 96-луночный планшет: по одному эмбриону в 
каждую лунку вместе с 400 мкл экспозиционного раствора соответ-
ствующей концентрации. Переноска эмбрионов осуществлялась с по-
мощью дозатора с регулируемым объемом 100–1000 мкл. Кончик 
наконечника отрезался ножницами, чтобы избежать травмированния 
эмбрионов. Затем эмбрионы в 96-луночном планшете перемещались в 
термостат для инкубации при температуре 27,5–28,0 ºС. Замена экспо-
зиционных растворов у эмбрионов осуществлялась ежедневно. 

Через 24 и 144 часов после оплодотворения эмбрионы проходили 
тестирование в тесте спонтанного сворачивания хвоста (spontaneous 
tail coiling, STC) и в тесте локомоторного ответа (locomotor response, 
LMR), соответственно. При STC-тесте, 96-луночный планшет с эмбри-
онами помещали на платформу с инфракрасной подсветкой и затем 
накрывали затемненным боксом, поддерживающим температуру 
(28,0 ºС). Видео активности эмбрионов записывали в течение 1 минуты 
в темноте, после 5 минут адаптации. Для записи активности эмбрионов 
использовали камеру Basler, оснащенную инфракрасным фильтром. 
После последнего измерения 96-луночный планшет с эмбрионами по-
мещали в термостат для дальнейшей инкубации. Для проведения 
LMR-теста, 96-луночный планшет со свободными эмбрионами, также 
помещали на платформу с инфракрасной подсветкой и затем накрыва-
ли затемненным боксом, поддерживающим температуру (28,0 ºС). Ви-
деозаписи подвижности личинок записывали с использованием сле-
дующих настроек освещения при температуре 28 ºС после 5 мин. тем-
новой адаптации: 5 мин. (световая фаза, свет) 5 мин. (темновая фаза, 
темнота) 5 мин. (свет) 10 мин. (свет) 20 мин. (темнота) 10 мин. (свет) и 
анализировали с помощью программного обеспечения EthoVision XT 
(Noldus, Нидерланды) в режиме DanioVision с использованием камеры 
микроскопа Basler, оснащенной инфракрасным фильтром. Интервал 
записи составлял 15 секунд. 

Результаты изучения нейрофизиологических эффектов ФК, полу-
ченных из лигнита и стеблей кукурузы, на данио рерио представлены в 
табл. 1–3. 
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Таблица  1 .  Влияние «кукурузной» и «лигнитной» ФК на среднее количество 

толчков (в процентах к контролю) эмбрионов данио рерио в возрасте 24 часа после 

оплодотворения в STC-тесте в зависимости от различных концентраций 
 

Группа 
(дозировка, 

мг/л) 

Среднее 
значение, 

% 

Стандартная 
ошибка  

среднего 

Среднеквадратическое 
отклонение 

p-уровень значимо-
сти (критерий Крас-

кела-Уоллиса) 

«Кукурузной» ФК 

0 100,0 16,1 61,5 – 

10 85,1 17,6 68,1 0,994 

20 123,8 15,0 82,6 1,000 

30 167,9 24,2 70,1 0,090 

40 232,8 19,4 105,5 0,003 

50 181,7 20,5 92,9 0,080 

60 225,5 18,2 93,8 0,002 

70 187,0 20,9 87,4 0,052 

80 207,3 16,5 98,1 0,016 

90 190,0 10,8 81,1 0,013 

100 101,5 16,1 50,7 1,000 

«Лигнитная» ФК 

0 100,0 14,9 68,2 - 

10 150,0 19,7 92,2 0,781 

20 208,0 22,7 101,4 0,024 

30 234,0 21,1 105,6 0,002 

40 247,0 27,0 132,1 0,003 

50 317,0 20,6 105,2 <0,001 

60 271,0 20,2 108,8 <0,001 

70 305,0 25,5 132,6 <0,001 

80 261,0 20,0 104,1 <0,001 

90 252,0 38,9 102,9 0,047 

100 192,0 38,7 102,4 0,408 

Пр имечание : жирным шрифтом выделены достоверные различия 
 

В результате изучения влияния «кукурузной» ФК на среднее количе-
ство толчков (в процентах к контролю) эмбрионов данио рерио в воз-
расте 24 часа после оплодотворения в STC-тесте в зависимости от раз-
личных концентраций нами было установлено, что под влиянием «куку-
рузной» ФК происходило увеличение среднего количества толчков на 
1,5–132,8 %, в зависимости от дозировки. При этом достоверное увели-
чение толков эмбрионов было обнаружено в 4 из 10 дозировках. Макси-
мальный статистически достоверный эффект наблюдался в группе, на 
эмбрионы которых воздействовали «кукурузной» ФК в концентрации 
40 мг/л. Усредненный эффект от всех дозировок составил 170,26 %. 

Однако наиболее значимые эффекты в STC-тесте нами наблюда-
лись при воздействии «лигнитной» ФК, под влиянием которой проис-
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ходило увеличение толчков эмбрионов на 50–317 %, в зависимости от 
дозировки. При этом достоверное увеличение толков эмбрионов было 
обнаружено в 8 из 10 дозировках. Максимальный статистически до-
стоверный эффект наблюдался в группе, на эмбрионы которых воздей-
ствовали «лигнитной» ФК в концентрации 50 мг/л. Усредненный эф-
фект от всех дозировок составил 243,7 %. 

 

Таблица  2 .  Среднее проплываемое расстояние (в процентах к контролю)  
личинками данио рерио в возрасте 144 часов после оплодотворения в LMR-тесте 
(световая фаза) в зависимости от различной концентрации «кукурузной» и «лиг-
нитной» ФК 

 

Группа 
(дозировка, 

мг/л) 

Среднее 
значение, % 

Стандартная 
ошибка 

среднего 

Среднеквадратическое 
отклонение 

p-уровень зна-
чимости 

(критерий Крас-
кела-Уоллиса) 

«Кукурузной» ФК 

0 100,0 14,33 157,0 – 

10 60,3 8,63 94,5 0,426 

20 91,7 9,57 104,8 0,867 

30 90,0 11,06 121,2 1,000 

40 159,3 19,71 215,9 0,382 

50 87,8 10,98 120,2 0,998 

60 118,2 12,05 132,0 0,245 

70 53,8 8,79 96,3 <0,001 

80 101,7 13,67 149,8 0,998 

90 118,6 10,54 115,5 0,008 

100 125,4 13,92 152,5 0,999 

«Лигнитная» ФК 

0 100,0 6,10 94,4 – 

10 189,4 13,44 208,2 0,016 

20 242,2 15,19 235,3 <0,001 

30 232,6 20,59 319,0 0,982 

40 201,7 14,43 223,5 0,046 

50 191,7 11,99 185,8 <0,001 

60 197,9 11,78 182,4 <0,001 

70 156,0 8,00 124,0 <0,001 

80 253,5 17,46 270,5 <0,001 

90 73,0 8,22 90,0 0,084 

Пр имечание : жирным шрифтом выделены достоверные различия. 
 

В результате изучения влияния «кукурузной» ФК на среднее про-
плываемое расстояние (в процентах к контролю) личинками данио 
рерио в возрасте 144 часов после оплодотворения в LMR-тесте (свето-
вая фаза) нами наблюдалось снижение эффекта на 46,2 %, а также уве-
личение эффекта на 59,3 %, в зависимости от дозировок. Однако, до-
стоверные различия мы наблюдали в 2 из 10 дозировок. Максималь-
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ный статистически достоверный эффект наблюдался в группе, на эм-
брионы которых воздействовали «кукурузной» ФК в концентрации 
90 мг/л. Усредненный эффект от всех дозировок составил 100,68 %. 

В результате изучения влияния «лигнитной» ФК на среднее про-
плываемое расстояние (в процентах к контролю) личинками данио 
рерио в возрасте 144 часов после оплодотворения в LMR-тесте (свето-
вая фаза) нами было установлено резкое увеличение среднего проплы-
ваемого расстояния личинками от 56,0 до 153,5 % (за исключением 
дозировки 90 мг/л). Мы наблюдали достоверные статистические раз-
личия в 7 из 9 дозировок. Максимальный статистически достоверный 
эффект наблюдался в группе, на эмбрионы которых воздействовали 
«лигнитной» ФК в концентрации 80 мг/л. Усредненный эффект от всех 
дозировок составил 193,11 %. 
 

Таблица  3 .  Среднее проплываемое расстояние (в процентах к контролю) ли-
чинками данио рерио в возрасте 144 часов после оплодотворения в LMR-тесте 
(темновая фаза) в зависимости от различной концентрации «кукурузной» ФК 

 

Группа (до-
зировка, 

мг/л) 

Среднее 
значение, 

% 

Стандартная 
ошибка  

среднего 

Среднеквадратическое 
отклонение 

p-уровень зна-
чимости 

(критерий Крас-
кела-Уоллиса) 

«Кукурузной» ФК 

0 100,0 17,6 176 - 

10 60,5 14,8 148 <0,001 

20 101,0 22,5 225 0,472 

30 89,0 23,0 230 0,048 

40 194,3 19,9 199 <0,001 

50 78,6 20,0 200 0,054 

60 107,5 20,5 205 0,995 

70 80,2 18,1 181 0,083 

80 107,7 15,1 151 1,000 

90 125,8 13,5 135 0,104 

100 111,3 21,4 214 0,999 

«Лигнитная» ФК 

0 100,0 5,90 83,5 - 

10 296,0 18,67 264,1 <0,001 

20 249,0 24,77 350,3 0,013 

30 206,0 21,81 308,5 1,000 

40 219,0 18,57 262,6 <0,001 

50 220,0 18,34 259,3 <0,001 

60 237,0 17,85 252,5 <0,001 

70 204,0 18,37 259,8 0,127 

80 264,0 19,30 273,0 <0,001 

90 136,0 10,40 104,0 0,210 

Пр имечание : жирным шрифтом выделены достоверные различия. 
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В результате изучения влияния «кукурузной» ФК на среднее про-

плываемое расстояние (в процентах к контролю) личинками данио 

рерио в возрасте 144 часов после оплодотворения в LMR-тесте (темно-

вая фаза) нами наблюдалось снижение эффекта на 39,5 %, а также уве-

личение эффекта на 94,3 %, в зависимости от дозировок. Однако, до-

стоверные различия мы наблюдали в 3 из 10 дозировок. Максималь-

ный статистически достоверный эффект наблюдался в группе, на эм-

брионы которых воздействовали «кукурузной» ФК в концентрации 

40 мг/л. Усредненный эффект от всех дозировок составил 105,59 %. 

В результате изучения влияния «лигнитной» ФК на среднее про-

плываемое расстояние (в процентах к контролю) личинками данио 

рерио в возрасте 144 часов после оплодотворения в LMR-тесте (свето-

вая фаза) нами было установлено резкое увеличение среднего проплы-

ваемого расстояния личинками от 36,0 до 196,5 %. Мы наблюдали до-

стоверные статистические различия в 6 из 9 дозировок. Максимальный 

статистически достоверный эффект наблюдался в группе, на эмбрионы 

которых воздействовали «лигнитной» ФК в концентрации 10 мг/л. 

Усредненный эффект от всех дозировок составил 225,66 %. 

Заключение. В результате проведенных исследований осуществ-

лено сравнение нейрофизиологических эффектов ФК, полученных из 

лигнита и стеблей кукурузы, на модельном объекте данио рерио. 

Установлено, что как «кукурузная» так и «лигнитная» ФК оказывают 

раздражающее действие на нервную систему эмбрионов и личинок 

данио рерио, что выражалось в увеличении количества толчков эмбри-

онами в STC-тесте и среднего количества проплываемого расстояния в 

LMR-тесте. Однако наиболее раздражающий эффект оказывает «лиг-

нитная» ФК. Разница между усредненным для всех дозировок эффек-

том между «кукурузной» и «лигнитнитной» ФК составила: 1,4 раза в 

STC-тесте, 1,9 раз в световой фазе LMR-теста и 2,1 раза в темновой 

фазе LMR-теста. Эти результаты, а также результаты полученные в 

ходе определения полулетальных доз ФК, полученной из лигнита и 

кукурузного сырья [12], являются доказательством того, что «лигнит-

ная» ФК обладает более высоким раздражающим и токсическим эф-

фектом. Это необходимо учитывать, при установлении и разработке 

дозировок ФК при использовании ее в качестве кормовой добавки в 

животноводстве и рыбоводстве. 
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