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Одним из путей повышения надежности доказательной базы и снижения неопре-
деленности при оценке рисков здоровью в связи с воздействием химических ве-
ществ и их гигиеническом нормировании является применение современных мето-
дических подходов, например, данных биомониторинга. Целью настоящего иссле-
дования являлось обоснование возможности применения результатов определения 
хлороформа в крови человека как биомаркера экспозиции побочными продуктами 
дезинфекции питьевой воды в условиях республики. Разработан метод газовой 
хроматографии-масс-спектрометрии для определения хлороформа в цельной крови 
на основе применения в качестве растворителя ацетонитрила и дополнительной 
экстракции хлороформа из ацетонитрильного супернатанта малыми количества-
ми гексана. Содержание хлороформа в крови населения, проживающего на террито-
риях населенного пункта, обеспечиваемых хлорированной питьевой водой, досто-
верно выше, чем у населения на территориях, снабжаемых водой без применения 
хлорирования (0,03–0,54 нг/мл, Р95 0,27 нг/м против 0,00–0,37 нг/мл, Р95 0,13 нг/мл). 
Предложена модель линейной зависимости, позволяющая прогнозировать уровень 
содержания хлороформа в крови экспонированного населения от содержания его 
в воде и наоборот. Установленные закономерности позволили рекомендовать опре-
деление хлороформа в цельной крови населения как информативного биомаркера 
кумулятивной экспозиции, учитывающего реальные сценарии воздействия за пред-
шествующий период времени.

Ключевые слова: питьевая вода, побочные продукты дезинфекции, хлороформ, 
концентрация, биомониторинг, оценка риска здоровью, биомаркеры экспозиции.
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CHLOROFORM CONTENT IN THE BLOOD 
OF THE POPULATION AS A BIOMARKER OF EXPOSURE 

TO DRINKING WATER DISINFECTION BY-PRODUCTS 

The modern methodological approaches, such as biomonitoring, could be used to improve 
the evidence base reliability and reduce uncertainty under chemicals health risk assessments 
and hygienic rationing. The aim of the study was to substantiate using the results of chloro-
form determination in human blood as a biomarker of exposure to drinking water disinfection 
byproducts under republican conditions. A gas chromatography-mass spectrometry method 
for determination of chloroform in whole blood based on the use of acetonitrile as solvent 
and additional extraction of chloroform from acetonitrile supernatant by small amounts 
of hexane was developed. Chloroform concentrations in the blood of population at the territo-
ries supplied with chlorinated drinking water are significantly higher than that of population 
at the territories supplied with water without chlorination (0.03–0.54 ng/ml, P95 0.27 ng/ml 
versus 0.00–0.37 ng/ml, P95 0.13 ng/ml respectively). A proposed linear dependence model 
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Обеззараживание воды в системах 
централизованного водоснабже-

ния – это неотъемлемый для снижения 
рисков передачи инфекционных забо- 
леваний этап водоподготовки, особенно 
актуальный при использовании поверх-
ностных водоисточников [1, 8, 10]. В то же 
время применение реагентных и комби-
нированных методов обеззараживания 
сопровож дается образованием в воде по-
бочных продуктов дезинфекции (далее – 
ППД), в некоторых случаях в воде одно-
временно могут присутствовать более 
400 ППД. Смеси ППД имеют различный 
качественно-количественный состав, ва-
рьирующий в зависимости от содержа-
ния в исходной воде природных органиче-
ских веществ и характерис тик способа 
обеззараживания [10, 16, 18]. Тригаломе-
таны (далее – ТГМ) – ППД, присутствующие 
в наибольших концентрациях в хлориро-
ванной воде в условиях республики. По-
скольку их содержание в воде коррелирует 
с уровнями содержания иных галогениро-
ванных ППД, 4 ТГМ (хлороформ, дихлор-
бромметан, хлордибромметан и бромо-
форм) рассматривают как индикаторные 
ППД при контроле безопасности воды 
после обеззараживания [8, 10]. При со-
вместном хроническом воздействии даже 
в низких и следовых концентрациях ППД 
потенциально обуславливают риски здо-
ровью экспонированного населения, вклю-
чая отдаленные эффекты. Согласно дан-
ным эпидисследований длительное упо-
требление воды, содержащей смесь ТГМ, 
повышает риски развития нарушений 
течения беременности, рака мочевого 
пузыря и прямой кишки [1, 12, 18, 19]. 

По доказанности канцерогенного действия 
хлороформ, бромоформ и дихлорбром-
метан отнесены к возможным канцеро-
генам для человека (группа 2B МАИР). 
Учитывая появление новых данных о ток-
сичности и опасности, за рубежом наме-
тилась тенденция к ужес точению норма-
тивов для ТГМ в питьевой воде [1, 10].

В нашей стране указанные ТГМ также 
рассматриваются как индикаторные ППД 
для используемого способа хлорирова-
ния, имеют гигиенические нормативы 
и контролируются в питьевой воде в рам-
ках госсаннадзора и производственного 
контроля. Пересмотр национальных нор-
мативов, в том числе, в сторону ужесто-
чения, требует надежной доказательной 
базы с учетом условий водопользования 
в республике. Проведенные исследования 
позволили предложить ряд методических 
приемов, позволяющих снизить неопре-
деленности при актуализации нормати-
вов для веществ природного происхож-
дения с учетом особенностей чувстви-
тельных групп населения к экзогенным 
загрязнителям [9]. 

Оценка фактического воздействия ТГМ 
на организм человека является более 
сложной задачей из-за сложного компо-
зиционного состава смесей ППД, а также 
множественности путей их воздействия 
(являясь летучими органическими сое-
динениями ТГМ поступают в организм 
не только перорально, но ингаляционно 
и транскутанно при гигиенических про-
цедурах, домашней работе), различий 
в индивидуальных и межиндивидуальных 
сценариях водопользования, особеннос-
тей токсикокинетики и токсикодинамики 

enables to predict the chloroform blood level in the exposed population based on water 
concentrations and vice versa. We recommend the determination of chloroform in the whole 
blood of the population as an informative biomarker of cumulative exposure, reflecting real 
exposure scenarios for the preceding period of time, based on identified trends.

Key words: drinking water, disinfection by-products, chloroform, concentration, bio-
monitoring, health risk assessment, biomarker of exposure.
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четырех ТГМ [3, 8, 10]. Повышение надеж-
ности оценки рисков здоровью населения 
при воздействии поллютантов может идти 
по пути применения данных о внутренней 
дозе, оцененной на основании содержа-
ния во внутренних средах организма ве-
щества либо его метаболитов [4, 5, 14]. 
В качестве биомаркеров экспозиции (воз-
действия) ТГМ с водой могут использовать-
ся концентрации ТГМ в крови и/или выды-
хаемом воздухе. При этом известно, что 
они очень зависят от давности воздей-
ствия и суммарной суточной нагрузки ППД 
[5, 13, 15]. Доказано, что сеанс душа/
ванной, ручная мойка посуды, питье при-
готовленных на водопроводной воде го-
рячих напитков приводят к повышению 
содержания ТГМ в крови, наиболее выра-
женное сразу после факта водопользова-
ния снижающееся в последующем [4, 5, 
10]. Однако благодаря постепенному вы-
свобождению ТГМ из депо – жировой тка-
ни при активном водопользовании (частое 
и интенсивное воздействие) в крови фор-
мируются равновесные концентрации (так 
называемые steady-state level). Иссле-
дование образцов крови без привязки 
к факту непосредственно водопользо- 
вания позволяет установить этот равно-
весный уровень и более точно оценить 
внутреннюю экспозицию [5, 13]. Данный 
подход широко используется во многих 
развитых странах в рамках поисковых 
исследований и регулярных программ 
биомониторинга, именно результаты био-
мониторинга позволили обосновать актуа-
лизацию нормативов, наиболее чувстви-
тельные группы населения, установить 
связь между воздействием среды, внут- 
ренней экспозицией и реализацией кан-
церогенных и неканцерогенных рисков 
на популяционном уровне [4, 5, 7, 12, 
14, 16, 17]. Получила развитие концеп-
ция биомониторинговых эквивалентов 

для установления референтных доз поллю-
тантов на основе внутренней экспози-
ции. В Российской Федерации есть опыт 
использования результатов биомонито-
ринга для подтверждения вреда здо- 
ровью населения (особенно здоровью 
детей) на территориях с высокой техно-
генной нагрузкой [2]. Немецкими учены-
ми в 2022 году предложена концепция 
оценки риска для здоровья канцероген-
ных веществ при биомониторинге че- 
ловека [6]: дескрипторы дозы внутрен-
ней экспозиции позволяют оценить до-
полнительные пожизненные случаи рака 
для измеренных концентраций биомар-
керов и, наоборот, установить концентра-
ции, эквивалентные приемлемым рискам 
для экспонируемого населения. Данные 
биомониторинга о хроническом воз- 
действии генотоксических канцерогенов 
используются для оценки дополнитель-
ного пожизненного популяционного кан-
церогенного риска и обоснования прио-
ритетности мер под его управлением.

В Республике Беларусь по состоянию 
на настоящее время биомониторинг че-
ловека для подтверждения влияния фак-
торов среды обитания распространения 
не получил, проводились отдельные иссле-
дования стойких органических соедине-
ний в биосредах (Застенская И. А. с соавт. 
2007–2011). Изучение уровней ТГМ в кро-
ви населения на территориях с водо-
снабжением из поверхностных источни-
ков не проводились, что и определило 
актуальность и целесооб разность прове-
дения данной работы.

Целью представленного в статье иссле-
дования являлось обоснование возможно-
сти применения результатов определения 
хлороформа в крови человека как биомар-
кера экспозиции побочными продуктами 
дезинфекции питьевой воды в условиях 
республики. Достижение поставленной 
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цели потребовало решения следующих 
задач: разработка высокочувствительного 
метода определения хлороформа в крови 
человека, обоснование алгоритма иссле-
дования и проведение забора биологи-
ческих жидкостей (крови) у населения 
на наблюдаемой и контрольной терри- 
ториях, определение концентраций хло-
роформа в крови волонтеров, оценка 
уровня внутренней экспозиции тригало-
метанами экспонированного населения.

Материалы и методы

Работа выполнялась в рамках зада- 
ния 01.01. «Разработать метод гигиени-
ческой оценки летучих химических ве-
ществ в питьевой воде» подпрограммы 
«Безопасность среды обитания человека» 
ГНТП «Научно-техническое обеспечение ка-
чества и доступности медицинских услуг», 
2021–2025 гг. (рег. № НИОКР 20190177). 
Разработка плана проведения исследо-
вания, организация отбора проб крови 
и питьевой воды централизованных си-
стем водоснабжения для определения со-
держания хлороформа на опытных терри-
ториях проводилась сотрудниками рес- 
публиканского унитарного предприятия 
«Научно-практический центр гигиены» 
(далее – НПЦГ). Забор периферической 
крови у добровольцев осуществлялся мед-
работниками на базе поликлинических 
медицинских учреждений г. Минска в гер-
метично закрывающиеся пробирки (ва-
кутайнеры с антикоагулянтом) объемом 
не менее 0,5 мл. Все стадии исследо- 
вания соответствовали международным 
этическим нормам и нормативным доку-
ментам исследовательских организаций, 
одобрены и утверждены на заседании Ко-
миссии по биоэтике НПЦГ. У всех добро-
вольцев было получено информирован-
ное согласие на участие в исследованиях. 
Определение хлороформа в воде прово-

дили методом газовой хроматографии 
ИСО 10301–1997. Качество воды. Опреде-
ление летучих галоидзамещенных углево-
дородов. Методы газовой хроматографии» 
(LOD для хлороформа 0,0125 мг/дм3).

Разработка метода определения содер-
жания хлороформа в крови и последую-
щее определение в хлороформа в крови 
волонтеров с его применением проводи-
лось на базе учреждения здравоохране-
ния «Национальная антидопинговая ла-
боратория». При анализе крови к 2 мл 
охлажденного ацетонитрила покапельно 
прибавляли тот же объем цельную крови, 
тщательно перемешивали и центрифуги-
ровали в течение 5 мин при 4 ºС. Хлоро-
форм из полученного супернатанта экстра-
гировали гексаном и органическую фазу 
подвергали хромато-масс-спектрометрии. 
Инструментальный анализ выполняли 
на газовом хроматографе Agilent 789013 
с масс-спектрометриче ским детектором 
типа «тройной квадруполь» Agilent 7000C 
и устройством автоматического ввода 
жидких проб Autosampler 7693 (Agilent 
Thechnologies, США). Анализ всех образ-
цов проводился в режиме MRM (роди-
тельский ион 83; дочерние 47, 48; колли-
зионная энергия 40). Для построения 
калибровочных кривых готовили «спайки» 
путем добавления к аликвотам цельной 
крови объемом 2 мл соответствующего 
калиб ровочного раствора хлороформа 
в ацетонитриле. Диапазон концентраций 
хлороформа в калибровочных пробах со-
ставил 0,1–2 нг/мл.

Статистическая обработка и анализ по-
лученных данных проводились с использо-
ванием стандартного пакета прикладных 
статистических программ Statistica 12.0. 
Проверка гипотезы о нормальности рас-
пределения количественных признаков 
производилась с использованием крите-
рия Колмогорова-Смирнова с поправ-



27

МЕДИЦИНСКИЙ ЖУРНАЛ 1/2023 Обзоры и лекции

кой Лиллиефорса и критерия Шапиро-
Уилка. Критический уровень статистиче-
ской значимости принимали равным 0,05. 
При описании количественных признаков 
использовались общепринятые показате-
ли с учетом вида распределения данных. 
Анализ количественных данных прово-
дили методами статистической обработ-
ки с учетом вида распределения данных 
(t-тест для независимых выборок, U-кри-
терий Манна-Уитни). 

Результаты и обсуждение

На первом этапе исследования НПЦГ 
разработан 5-этапный алгоритм биомони-
торинга (пилотных исследований) по опре-
делению ТГМ (хлороформа) во внутренних 
средах (кровь), а также форма информи-
рованного согласия волонтеров и анке-
та для изучения особенностей водополь-
зования респондентов. 

Известно, что после попадания внутрь 
организма хлороформ быстро выводит-
ся. Поэтому важной задачей становится 
максимально быстрое проведение отбо-
ра проб, их транспортировка, подготовка 
проб к анализу и инструментальный ана-
лиз. Хлороформ легко проникает через 
кожу, быстро всасывается и распределяет-
ся по всем органам с высоким содержа-
нием в нервной ткани и характерным на-
коплением в жировой. В случае цельной 
крови наибольшее содержание отмече-
но в эритроцитарной массе. На основе 
научных публикаций по распределению 
и выведению хлороформа из организма 
и собственных предварительных экспери-
ментов объектом анализа в данной ра-
боте была выбрана цельная кровь.

Обоснован выбор опытных террито-
рий – микрорайоны г. Минска с различны-
ми условиями питьевого водопользования: 
территория наблюдения – районы, водо-
снабжаемые из поверхностного источника 

с применением хлорирования (Москов-
ский и Фрунзенский); контрольная терри-
тория (сравнения) – Первомайский район, 
снабжаемый водой из подземных источни-
ков без применения хлорирования. Про-
веден отбор периферической крови доб-
ровольцев в возрасте 18–40 лет на дан-
ных территориях, всего 197 образцов: 
150 проб у волонтеров на территории 
наблюдения и 47 проб на контрольной 
территории. Забор биоматериала прово-
дился в утренние часы в весенний период 
времени на базе поликлинических ме-
дицинских учреждений г. Минска, образ-
цы хранили и доставляли в лабораторию 
при температуре 2–4 ºС в течение 4 часов 
от отбора. Дополнительно проведено анке-
тирование волонтеров по индивидуально-
му водопользованию, включая изучение 
информации о виде используемой воды 
дома (водопроводная, бутилированная, 
фильтрованная) и на работе/в учебном 
заведении, среднем объеме ежедневно 
выпиваемой воды, наличии дома посудо-
моечной машины, частоте и длительности 
различных видов хозяйственно-бытового 
водопользования (душ, ванная, мытье по-
суды и др.).

Уровни содержания хлороформа в воде 
из разводящей сети на территории наблю-
дения в предшествующий отбору крови 
период находились в пределах норма-
тивных значений – от 0,49 до 0,52 ПДК 
(ПДК ≤ 0,2 мг/дм3). На территории срав-
нения хлороформ в воде разводящей 
сети в пределах чувствительности мето-
да не определялся (<0,0125 мг/дм3).

Разработан метод газовой хромато-
графии-масс-спектрометрии низкого раз-
решения для определения хлороформа 
в биологических жидкостях. Для разра-
ботки метода были подобраны условия 
хромато-масс-спектрометрического ана-
лиза. С этой целью был апробированы 
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2 режима детекции целевого соедине-
ния (МС детекция и тандемная масс-
спектрометрия) на газовом хромато-масс-
спектрометре с детектором «типа трой-
ной квадруполь» TSQ Evo 8000 «Thermo». 
Хроматографическое разделение прово-
дили на капиллярных колонках с фазой 
5 % дифенил / 95 % диметилполисилоксан, 
толщина 0,25 мкм (колонка HP-5MS фир-
мы «Agilent» и ее аналоги). С целью по-
вышения специфичности и чувствитель-
ности метода была выбрана детекция 
хлороформа в режиме тандемной масс-
спектро метрии. В качестве материнских 
ионов использовали крупные фрагменты, 
образующиеся при одномерной масс-
спектро метрии (ионы m/z 85 и 83). 

Для разработки метода исследовано 
влияние органических растворителей (ди-
этиловый эфир, метилтретбутиловый эфир, 
гексан, гептан, этилацетат) и высаливате-
лей (сульфат натрия, карбонат калия, гид-
рокарбонат натрия, а также смесь калия 
карбоната и гидрокарбоната натрия), усло-
вий хранения, отбора и подготовки образ-
цов, а также разрушение клеток крови 
и осаждение их компонентов. 

Доказано отсутствие влияния вида анти-
коагулянта (лития гепарина, К3ЭДТА и на-
трия цитрата) на уровень детектируемо-
го хлороформа в спайках крови, в связи 
с чем дальнейший забор крови прово-
дился с широко используемым антикоа-
гулянтом К3ЭДТА. Хорошую воспроизво-
димость результатов и низкое влияние 
матрицы показало использование в ка-
честве осадителя ацетонитрила в соот-
ношении к объему цельной крови 1:1. 
Поскольку прямой анализ содержания хло-
роформа после экстракции ацетонитри-
лом показал недостаточную чувствитель-
ность в связи с малым базовым содер-
жанием хлороформа в крови (по данным 
литературы от 0,1 до 0,4 нг/мл) и дополни-

тельным разведением образца, в дальней-
шем проводили дополнительную экстрак-
цию хлороформа из ацетонитрильного 
супернатанта малыми количествами гек-
сана (100–200 мкл). Раствор последнего 
подвергался хромато-масс-спектрометри-
ческому анализу.

Окончательная разработка метода, 
дальнейшая его валидация и внедрение 
проводились с использованием газово-
го хроматографа Agilent 789013 с масс-
спектрометрическим детектором типа 
«тройной квадруполь» Agilent 7000C. 

Валидационные испытания (по крите-
риям: избирательность (специфичность), 
рабочий диапазон, предел количествен-
ного определения, предел обнаружения, 
правильность, повторяемость, внутрила-
бораторную воспроизводимость) проде-
монстрировали, что метод воспроизво-
дим в условиях лаборатории и результа-
ты испытаний с использованием данного 
метода достоверны.

Выполнен анализ содержания хлоро-
форма в 197 образцах крови, взятой 
у добровольцев с применением разра-
ботанного метода. Сформирована база 
данных, содержащая информацию о внут-
ренней экспозиции хлороформом. Частота 
регистрации проб крови с наличием хлоро-
форма в крови составила 100 % от обще-
го числа обследованных в группе наблюде-
ния. В крови волонтеров из группы наблю-
дения был выявлен хлороформ в крови 
в концентрациях от 0,03 до 0,54 нг/мл, 
Ме 0,15 нг/мл [0,11; 0,20], Р95 0,27 нг/мл. 
Содержание хлороформа в крови населе-
ния, проживающего на контрольных тер-
риториях находилось в пределах от 0,00 
до 0,37 нг/мл, Р95 0,13 нг/мл. Межгруппо-
вые различия по изучаемому показа- 
телю статистически значимы (U = 2336, 
р < 0,01). Выявленные концентрации хло-
роформа в крови не превышали (за исклю-
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чением 1 образца) реперные концентра-
ции, предложенные российскими учеными 
(0,0004 мг/л) по повышению содержания 
в крови аспартатаминотрансферазы [2].

Анализ анкетных данных, заполнен-
ных волонтерами, при отборе крови по-
казал тенденцию к росту уровня хлоро-
форма в крови населения на опытных 
территориях при активном хозяйственно-
бытовом водопользовании (у более час-
то принимающих душ и ванную, женщин 
с маленькими детьми, что предполагает 
помощь при купании) в сравнении с инди-
видуумами с менее интенсивным водо-
пользованием, а также применявшими 
фильтры глубокой очистки. Однако данный 
аспект требует в дальнейшем более де-
тального изучения.

Проведено математическое моделиро-
вание зависимости между изменениями 
уровня хлороформа в воде на опытной 
территории (по среднегодовым, средне-
многолетним, среднесезонным значениям) 
и концентрациям хлороформа в крови 
у экспонированного населения. Согласно 
уравнению линейной зависимости при зна-
чении концентрации хлороформа в воде, 
равной 0,1 мг/л, в среднем концентра-
ция хлороформа в крови может соста-
вить примерно 0,16 нг/мл.

Выводы. Разработан метод газовой 
хроматографии-масс-спектрометрии для 
определения хлороформа в биологиче-
ских жидкостях, основанный на использо-
вании в качестве объекта исследований 
цельной крови. Применение в качестве 
растворителя ацетонитрила в соотноше-
нии 1:1 к объему цельной крови и после-
дующей дополнительной экстракции хлоро-
форма из ацетонитрильного супернатанта 
малыми количествами гексана позволяет 
получать хорошо воспроизводимые ре-
зультаты при хромато-масс-спектромет-
рическому анализе. Вид антикоагулянта 

не оказывает влияния на уровень детек-
тируемого хлороформа в спайках крови.

В крови населения, проживающего 
на территориях, водоснабжаемых из по-
верхностных источников с примене- 
нием хлорирования, выявлен хлороформ 
в концентрациях от 0,03 до 0,54 нг/мл, 
Р95 0,27 нг/м, что существенно выше 
(в разы) уровней выявления хлорофор-
ма в крови населения, проживающего 
на территориях, водоснабжаемых их под-
земных источников. Установленные раз-
личия статистически значимы (р < 0,01). 
Предложенная модель линейной зависи-
мости позволяет прогнозировать уровень 
содержания хлороформа в крови экспони-
рованного населения от содержания его 
в воде и наоборот (при содержании хлоро-
форма в воде в пределах ПДК). При осред-
ненных значениях концентраций хлоро-
форма в питьевой воде 0,1 мг/л (0,5 ПДК) 
концентрация хлороформа в крови может 
составлять примерно 0,16 нг/мл.

Установленные закономерности позво-
ляют рекомендовать определение хлоро-
форма в цельной крови населения как 
информативного биомаркера кумулятив-
ной экспозиции, учитывающего реальные 
сценарии воздействия для конкретных 
индивидуумов или группы в популяции 
за предшествующий период времени 
(не разовое воздействие). Предложенная 
модель может использоваться при оценке 
рисков и гигиеническом нормировании 
для повышения надежности оценок и сни-
жения неопределенностей в дополнение 
к моделируемым сценариям на основа-
нии стандартных факторов экспозиции. 
Представляется актуальным продолже-
ние исследований с целью установления 
закономерностей в реализации установ-
ленных рисков на изучаемых территориях.
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