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Введение. Пищевой моноазокраситель Е124 Понсо 4R применяется в пищевой, фармацевтической и косметической промышленности. Анализ 
доступных данных по оценке генетической безопасности Е124 на основе учёта основных маркёрных событий генотоксичности выявил их 
противоречивость, возможно, связанную с количественными и (или) качественными различиями изученных образцов по примесям.
Цель работы – оценить мутагенную активность в микроядерном тесте на мышах  нескольких коммерческих образцов Е124, присутствующих 
на отечественном рынке.
Материалы и методы. Изучены три образца Е124 от разных производителей (Индия). Для оценки подлинности субстанций Понсо 4R применялся 
метод ИК-спектроскопии среднего диапазона, техника УНПВО. Водные растворы краски вводили в желудок самцам мышей CBA × C57Bl6/j)  
в дозах от 125 до 2000 мг/кг дважды с интервалом 24 ч и приготовлением препаратов через 24 ч после второго введения. Для оценки частоты  
полихроматофильных эритроцитов (ПХЭ) с микроядрами (МЯ) анализировали 4000 ПХЭ, доли ПХЭ среди всех эритроцитов – 500 клеток  
на животное.
Результаты. Понсо 4R был идентифицирован во всех представленных образцах. На всех изученных уровнях воздействия образцы Е124 вызывали 
повышение частоты ПХЭ с МЯ (р < 0,05–0,001, критерий Т) в костном мозге мышей в линейной зависимости от дозы (р < 0,04–0,0001). Доля 
ПХЭ от всех эритроцитов не изменялась.
Ограничения исследования. Полученные данные не позволяют определить механизм генотоксического действия исследуемого вещества.
Заключение. Анализ частоты ПХЭ с МЯ в костном мозге мышей после двукратного введения в дозах 125–2000 мг/кг выявил мутагенную актив-
ность трёх образцов Понсо 4R.
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Introduction. Food monoazo dye E124 Ponceau 4R is used in the food, pharmaceutical, and cosmetic industries. An analysis of the available data on the evaluation 
of the genetic safety of E124 based on the main marker events of genotoxicity revealed their inconsistency, possibly associated with quantitative and/or qualitative 
differences in the studied samples for impurities. 
The aim of the work is to evaluate the mutagenic activity in the micronucleus test in mice of several commercial samples of E124 present on the domestic market.
Materials and methods. Three samples of E124 from different manufacturers (India) were studied. To assess the identity of Ponceau 4R substances, there was 
used method of MIR-spectroscopy – universal ART technique. Aqueous dye solutions were administered to the stomach of male CBA × C57Bl6/j) mice at doses  
of 125 to 2000 mg/kg twice with an interval of 24 hours and preparations were prepared 24 hours after the last injection. To assess the frequency of polychromatophilic 
erythrocytes (PCE) with micronuclei (MN), 4000 PCE were analyzed, the proportion of PCE among all erythrocytes – 500 cells per animal.
Results. Ponceau 4 R was determined in all samples. All E124 samples caused an increase in the frequency of PCE with MN (p < 0.05–0.001, T test) after exposure 
at all levels studied in a linear dose-dependent manner. The proportion of PCE from all erythrocytes did not change. 
Limitations. The data obtained do not allow determining the mechanism of the genotoxic action of the test substance.
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Conclusion. An analysis of the frequency of MN PCEs in the bone marrow in mice after a double injection at doses of 125–2000 mg/kg revealed the genotoxicity 
of three samples Ponceau 4R.
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Введение

Мутации считаются ключевым событием канцерогенеза. 
Для выявления потенциальных мутагенов в краткосрочных 
тестах применяют токсичные и субтоксичные уровни воз-
действия. Экспериментальные свидетельства порога мута-
генного действия имеются только для ограниченного чис-
ла веществ, поэтому в общем случае принимают линейную 
модель дозовой зависимости. Практическим следствием 
этого является то, что ни один уровень экспозиции нельзя 
признать не несущим риск [1], поэтому важно в процессе 
изготовления пищевых продуктов избегать применения по-
тенциально мутагенных пищевых добавок.

Синтетический пищевой краситель (ПК) Е124 Понсо 4R 
(пунцовый 4R, пищевой красный 7, кошениловый красный, 
новый кокцин) разрешён к применению в РФ при изготов-
лении конфет, десертов, карамелей, мармелада, безалко-
гольных и алкогольных напитков, йогурта и т. д. [2] – всего 
более 160 наименований готовой продукции [3].

Адекватная оценка генотоксических свойств включает 
оценку способности вещества вызывать генные мутации, 
аберрации хромосом и анеуплоидию.

В отношении индукции генных мутаций можно отме-
тить, что Е124 в основном не проявил мутагенной актив-
ности в тесте Эймса [4]. Только в составе безалкогольных 
напитков и только после фотодеградации под влияни-
ем солнечного света Е124 вызывал мутации на штамме 
ТА 98 (без активации) и ТА 100 (с активацией и без) [5]. 
Однако облучение краски ультрафиолетом продолжи-
тельностью до 2 нед не сопровождалось появлением му-
тагенных свойств [6]. Работ с применением двойной ак-
тивации Е124 в тесте Эймса (восстановление по азосвязи 
с последующим окислением продуктов распада молекулы 
красителя) согласно современным рекомендациям [7] нам 
не удалось найти. На трансгенных грызунах (TGR) в ус-
ловиях ежедневного введения мышам в желудок в дозах  
до 1000 мг/кг в течение 28 дней Понсо 4R не вызывал по-
вышения частоты генных мутаций в клетках печени и же-
лезистой части желудка [8]. Хотя щелочной метод (тест) 
ДНК-комет in vivo выявляет лишь транзиторные предму-
тационные события, но он хорошо прогнозирует способ-
ность веществ индуцировать генные мутации in vivo [9]. 
Важно, что в тесте комет для Е124 на одном и том же виде 

животных (мыши) при применении сходных схем опытов 
были получены как отрицательные [8], так и положитель-
ные результаты [10, 11].

Микроядерный тест (МТ) in vivo предназначен для вы-
явления и кластогенного, и анеугенного действия тестиру-
емого вещества. Фрагменты хромосом или целые хромосо-
мы, отставшие во время митоза и не вошедшие в дочерние 
ядра, формируют в цитоплазме микроядра (МЯ). В острых 
опытах на мышах V.G. Vaidya и N.M. Godbole получили по-
ложительный результат в этом тесте [цит. по 12]. К сожа-
лению, нам не удалось выяснить подробности постановки 
опыта. В остальных цитогенетических исследованиях при-
меняли внутрибрюшинное введение, которое не считает-
ся релевантным для азосоединений, поскольку исключает 
азоредукцию краски анаэробными бактериями в ЖКТ с 
образованием ароматических аминов, которые всасыва-
ются сравнительно легко и после окисления в печени мо-
гут приобретать мутагенные свойства [13]. Тем не менее 
у мышей наблюдали индукцию аберраций хромосом на 
фоне угнетения эритропоэза после введения Е124 в дозах  
от 4 до 20 мг/кг с положительным трендом зависимости 
эффекта от дозы [14]. В то же время частота МЯ не изме-
нялась после четырёхкратного введения в дозе 300 мг/кг 
или однократного до 1200 мг/кг [8] или до 2400 мг/кг [15].  
В последнем случае после введения Е124 в высшей дозе 
наблюдалась частичная гибель мышей, а у выживших 
доля ПХЭ в костном мозге снижалась на 30%. Отмеченная 
противоречивость результатов опытов in vivo заставила экс-
пертов EFSA усомниться в идентичности/чистоте исполь-
зованных в этих работах образцов Е124 [16].

Данных по оценке генетической безопасности пищево-
го красителя Понсо 4R, циркулирующего на отечественном 
рынке, нам не удалось найти. Учитывая, что ранее в стан-
дартной постановке МТ на мышах нами были получены 
противоположные результаты по коммерческим образцам 
других пищевых моноазокрасителей [17, 18], представ-
лялось интересным оценить несколько образцов одного 
красителя, что в случае получения противоположных ре-
зультатов могло дать возможность выявить причину мута-
генности.

Цель работы – оценка мутагенных свойств в МТ на кост-
ном мозге мышей трёх образцов Е124, приобретённых в от-
крытой продаже.
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От каждого животного анализировали 4000 ПХЭ, учиты-
вали ПХЭ с МЯ. Долю ПХЭ от суммы ПХЭ и нормохромных 
эритроцитов (НХЭ) определяли при подсчёте 500 эритроцитов.

Статистическую обработку экспериментальных данных 
проводили в программе Statistica 10 for Windows путём срав-
нения опытных групп с группой отрицательного контро-
ля с использованием Т-критерия для независимых групп 
данных. Значимыми считали различия при р ≤ 0,05. От-
вет считали положительным при соответствии следующим 
критериям [20]: а) значение показателя в группах живот-
ных параллельных отрицательного и положительного кон-
тролей входят в 95%-е доверительные интервалы (95% ДИ) 
соответствующих исторических (накопленных) контролей; 
б) хотя бы в одной точке опыта значение показателя зна-
чимо превышает параллельный отрицательный контроль  
и выходит за пределы 95% ДИ накопленного отрицатель-
ного контроля; в) наблюдается значимый положительный 
тренд зависимости эффекта от дозы.

Результаты
Понсо 4R был идентифицирован во всех образцах Е124. 

В ходе программного расчёта парной корреляции спектраль-
ных данных его значение составляло не менее 0,981, что сви-
детельствует об идентичности основного вещества образцов. 
Структура Понсо 4R также подтверждается присутстви-
ем следующих структурных фрагментов: O–H (3435 см–1),  
C–H sp2 (3092 см–1), N=N (1422 см–1), C–N (1285 см–1),  
C–O (1187 см–1), S=O (as; 1146, 1142 см–1), S=O (sy; 1042 см–1), 
внеплоскостные колебания ароматического кольца (836; 
752; 682; 655 см–1). В целом по полученным спектрам мож-
но констатировать, что наименьшее содержание основно-
го вещества наблюдалось в образце Понсо (I) (хотя по па-
спорту содержание основного вещества самое высокое из 
всех представленных), так как большая часть характерных 
сигналов для данного образца имела меньшие амплитуды 
в сравнении с двумя другими: менее интенсивные поло-
сы C–H sp2 (3092 см–1), N=N (1422 см–1), C–N (1285 см–1),  
C–O (1187 см–1), S=O (as; 1146, 1142 см–1) и внеплоскостные 
колебания ароматического кольца (836; 752; 682; 655 см–1). 
Самое высокое содержание основного вещества в образце 
Понсо III, если исходить из описанных выше предположений.

После введения мышам красителя в высоких дозах на-
блюдалось отрыгивание, особенно после выдачи корма 
(через 1,5–2 ч после введения). В остальном внешний вид 
и поведение опытных мышей не отличалось от контроль-
ных. Результаты микроскопического анализа представле-
ны в таблице.

Средняя частота ПХЭ с МЯ у животных групп отрица-
тельного контроля колебалась от 0,71 до 1,88‰, что было 
ниже или входило в 95% доверительный интервал (ДИ)  
накопленного в лаборатории отрицательного контроля по 
102 мышам (1,42–1,90‰); у мышей групп положительного 
контроля – от 8,58 до 9,25‰ (по 42 мышам 95% ДИ 8,53–9,62). 
Доля ПХЭ среди всех эритроцитов в костном мозге в группах 
отрицательного контроля колебалась между 51,92 и 47,93% 
(95% ДИ 46,11–51,49%); после введения циклофосфами-
да – между 45,57 и 56,32% (95% ДИ 50,26–53,46%). Таким 
образом, в целом постановку опытов можно признать удов-
летворительной.

Только в одной группе мышей (после введения Понсо 
4R (II) в дозе 250 мг/кг) значимо снижалась доля ПХЭ среди 
всех эритроцитов в костном мозге (р = 0,04). Однако линей-
ный тренд зависимости токсического эффекта от дозы кра-
сителя не достигал статистической значимости (р = 0,77), 
что позволило пренебречь этой единичной находкой.

Все образцы красителя во всех испытанных дозах вызы-
вали по сравнению с параллельным отрицательным контро-
лем статистически значимое увеличение частоты ПХЭ с МЯ, 
которое превышало 95% ДИ накопленного отрицательного 
контроля. Во всех случаях наблюдался статистически значи-
мый положительный тренд зависимости эффекта от дозы.

Материалы и методы
Изучены три образца пищевого красителя Понсо 4R:
1) Понсо 4R(I) производства Роха Дайкем ЛТД (Индия) 

партия RP19010064, серия 1007221677-1007221708, дата вы-
пуска 22.01.2019 г., годен до 21.01.2024 г., чистота 83,11%, ку-
плен в интернет-магазине. Согласно ксерокопии сертифи-
ката завода-производителя, образец краски соответствовал 
спецификации ЕС [19];

2) Понсо 4R(II) был приобретён в торговой точке, рас-
пространяющей в том числе материалы для покраски ав-
томобилей. Вместо сертификата была представлена копия 
спецификации, в которой было указано содержание кра-
сителя ≥ 80% и отсутствовали такие позиции, как «нерас-
творимые в воде вещества», «вспомогательные красящие 
вещества», «экстрагируемые эфиром вещества», «несульфи-
рованные ароматические амины»;

3) Понсо 4R(III) производства Динамик Продактс ЛТД 
(Индия), партия P4R-2021/3, дата выпуска 18.04.2020 г., го-
ден до 17.04.2025 г., чистота 81,94%, куплен в интернет-мага-
зине. Согласно ксерокопии сертификата завода-производи-
теля, образец краски соответствовал спецификации ЕС [19].

Для оценки подлинности субстанций Понсо 4R приме-
нялся метод ИК-спектроскопии среднего диапазона. ИК-
спектры получали на приборе Spectrum 65 (PerkinElmer) на 
алмазной УНПВО с фокусирующей линзой из ZnSe, детек-
тор – LiTaO3, диапазон сканирования 4000–600 см–1, спек-
тральное разрешение – 2 см–1. Оценка подлинности про-
водилась путём программного (Spectrum software v10.6.2 
[Spectrum 10.6: https://www.perkinelmer.com/product/software-
kit-spectrum-10-lx108873]) последовательного расчёта парной 
корреляции спектральных данных трёх образцов, а также 
визуальным сравнением ИК-спектров образцов с референт-
ным спектром из online-библиотеки Spectrabase [Spectrabase: 
https://spectrabase.com/spectrum/2nA3W3b9AYE]. Перед рас-
чётом парных корреляций проводилась нормализация полу-
ченных спектров к ординате 10%T.

Биологические эксперименты проводили с использова-
нием самцов конвенциональных мышей F1 (CBAx C57Bl6/j) 
двухмесячного возраста разводки (НПП «Питомник лабора-
торных животных» ФИБХ РАН).

Образец Понсо 4R(I) изучали в опыте № 1 на мышах с 
массой тела от 20,3 до 25,4 г (Мср ± δ = 22,96 ± 1,30). Образ-
цы Понсо 4R(II), Понсо 4R(III) и Понсо 4R(I) (повторно, со 
сдвигом диапазона доз) оценивали в опыте № 2 на мышах с 
массой тела от 19 до 24,1 г (Мср ± δ = 21,23 ± 1,06). В состав 
каждой группы входило по 6 особей. Эксперименты прово-
дили в соответствии с [20].

Учитывая, что применение пищевых красителей пред-
усматривает их поступление в организм потребителя с 
рационом, в экспериментах на мышах использовали пе-
роральный путь введения. По данным литературы, при вве-
дении в желудок мышам ЛД50 Понсо 4R составляет 8 г/кг  
(https://www.chemsrc.com/en/cas/2611-82-7_1008290.html),  
поэтому в качестве максимальной использовали дозу 
2000 мг/кг. Приготовленные непосредственно перед при-
менением водные растворы красителя вводили мышам в 
желудок в объёме 100 мкл/10 г массы тела в дозах от 125 до 
2000 мг/кг дважды с интервалом 24 ч и последующей эвтана-
зией через сутки после второго введения. Животным нега-
тивного контроля в том же режиме вводили дистиллирован-
ную воду. В качестве позитивного контроля использовали 
циклофосфамид (Эндоксан производства Baxter, Германия, 
серия 9D301A), водный раствор которого вводили внутри-
брюшинно однократно в дозе 10 мг/кг за сутки до эвтаназии.

Костный мозг вымывали эмбриональной телячьей сыво-
роткой (ООО НПП «ПанЭко», серия S00Е31), центрифуги-
ровали, мазки готовили стандартным способом, подсушива-
ли на воздухе и окрашивали азур-эозином с использованием 
набора красителей Лейкодиф 200 (Erba Lachema, Чехия). За-
шифрованные препараты анализировали методом световой 
микроскопии (Olympus ВX-41, Япония, увеличение 10 × 100).

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2023-102-11-1210-1214

Оригинальная  статья
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Результаты оценки цитогенетической активности образцов I, II, III пищевого красителя Понсо 4R
The results of the evaluation of the cytogenetic activity of I, II, III samples of the food dye Ponceau 4R

Опыт № 
Experience 

No. 

Вещество 
Sample

Доза, 
мг/кг 
Dose, 
mg/kg

ПХЭ с МЯ, ‰ 
polychromatophilic erythrocytes (PCE) with 

micronuclei (MN), ‰

ПХЭ / (ПХЭ + НХЭ), % 
PCE / (PCE + normochromic erythrocytes (NCE)), 

%

M (95% ДИ / CI) min–max M (95% ДИ / CI) min–max

1 Понсо 4R (I) / Ponceau 4R (I) 01 0.71 (0.15 ÷ 1.27) 0.25–1.75 51.92 (46.48 ÷ 57.35) 44.20–59.60
250 2.38* (1.45 ÷ 3.30) 1.50–3.25 54.63 (48.59 ÷ 60.68) 44.90–61.70
500 2.50*** (2.06 ÷ 2.94) 2.00–3.25 51.73 (44.27 ÷ 59.20) 40.20–61.00

1000 2.13** (1.13 ÷ 2.71) 1.25–3.25 55.08 (50.42 ÷ 59.75) 47.90–60.80
2000 1.92** (0.75 ÷ 3.09) 1.00–4.00 52.33 (45.98 ÷ 58.69) 42.50–59.50

Циклофосфамид / Сyclophosphamide 10 8.58*** (6.37 ÷ 10.80) 6.00–11.00 56.32 (53.71 ÷ 58.92) 53.00–60.40
2 Понсо 4R (I) / Ponceau 4R (I) 01 1.88 (1.33 ÷ 2.42) 1.25–2.50 47.93 (44.37 ÷ 51.49) 44.00–52.60

125 3.46** (2.35 ÷ 4.56) 2.25–5.00 46.43 (41.08 ÷ 51.79) 41.60–53.20
250 3.17* (1.99 ÷ 4.35) 1.25–4.25 46.67 (39.90 ÷ 53.44) 40.40–58.00
500 3.38* (1.83 ÷ 4.92) 1.00–5.25 47.00 (39.15 ÷ 54.85) 34.00–54.60

1000 3.92*** (2.94 ÷ 4.89) 3.00–5.50 49.63 (41.90 ÷ 57.37) 36.60–57.20
Циклофосфамид / Сyclophosphamide 10 9.25*** (7.62 ÷ 10.88) 7.75–12.00 45.73 (41.12 ÷ 50.34) 41.80–53.20

2 Понсо 4R (II) / Ponceau 4R (II) 01 1.75 (1.42 ÷ 2.08) 1.50–2.25 48.80 (46.11 ÷ 51.49) 45.00–51.80
250 2.75* (1.92 ÷ 3.58) 1.25–3.25 38.20* (26.88 ÷ 49.52) 25.80–52.60
500 2.71** (2.15 ÷ 3.27) 2.00–3.25 49.73 (43.43 ÷ 55.93) 43.40–58.00

1000 3.63*** (2.72 ÷ 4.53) 2.50–4.75 50.60 (44.13 ÷ 57.07) 38.20–54.80
2000 3.00** (2.40 ÷ 3.60) 2.25–3.75 46.70 (37.07 ÷ 56.33) 36.60–57.60

Циклофосфамид / Сyclophosphamide 10 8.83*** (7.26 ÷ 10.40) 7.25–11.50 45.57 (41.49 ÷ 49.65) 42.20–52.20
2 Понсо 4R (III) / Ponceau 4R (III) 01 1.75 (1.42 ÷ 2.08) 1.50–2.25 48.80 (46.11 ÷ 51.49) 45.00–51.80

250 2.79** (2.02 ÷ 3.56) 1.75–3.50 48.37 (40.88 ÷ 55.85) 39.20–61.20
500 3.04*** (2.56 ÷ 3.52) 2.50–3.75 48.77 (38.43 ÷ 59.10) 33.40–61.20

1000 3.00** (2.12 ÷ 3.88) 1.75–4.00 48.30 (44.68 ÷ 51.92) 44.80–53.20
2000 3.08*** (2.57 ÷ 3.60) 2.25–3.75 42.30 (38.29 ÷ 46.31) 38.00–46.00

Циклофосфамид / Сyclophosphamide 10 8.83*** (7.26 ÷ 10.40) 7.25–11.50 45.57 (41.49 ÷ 49.65) 42.20–52.20
П р и м е ч а н и е. 1 – отрицательный контроль «дистиллированная вода»; * – р < 0,05; ** – р < 0,01; *** – р < 0,001 при сравнении с параллельным 
отрицательным контролем (Т-критерий).
N o t e: 1 – negative control «distilled water»; * – р < 0.05; ** – р < 0.01; *** – p < 0.001 when compared with a parallel negative control (T-test).

Линейные тренды зависимости частоты ПХЭ с МЯ от дозы для разных образцов Понсо 4R.

Linear trends in the dependence of the frequency of PCE with MN on the dose for different Ponceau 4R samples.
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Анализ, проведённый методом ИК-спектроскопии сред-
него диапазона, установил подлинность субстанции Понсо 
4R во всех изученных образцах и показал их принадлежность 
к разным партиям. Таким образом, нельзя думать, что полу-
ченные нами результаты в МТ можно отнести к случайной 
покупке трёх образцов красителя, принадлежащих к одной 
партии. Следовательно, в страну были завезены, разреше-
ны к применению и поступили в продажу три потенциаль-
но опасные партии пищевого красителя Е124. Полученные 
нами данные указывают на целесообразность продолжения 
работ по систематической оценке генетической безопасно-
сти применяемых в нашей стране пищевых добавок, как это 
ранее было предложено для пестицидов [21, 22]. В частно-
сти, адекватная проверка генотоксических свойств каждой 
партии синтетических красителей должна быть обязатель-
ным условием выдачи разрешения на применение.

Заключение
1. Понсо 4R был идентифицирован во всех образцах 

с помощью ИК-спектроскопии среднего диапазона 
2. Для трёх образцов Е124 из разных партий показано 

повышение частоты ПХЭ с МЯ (р < 0,05–0,001, критерий Т) 
после двукратного введения в желудок в дозах 125–2000 мг/кг  
в линейной зависимости от дозы (р < 0,04–0,0001). Доля 
ПХЭ от всех эритроцитов в костном мозге не изменялась.

3. Целесообразно организовать работу по систематиче-
ской (в том числе экспериментальной) оценке генетической 
безопасности пищевых добавок, применяемых в нашей стране.

Для сравнения мутагенной эффективности разных об-
разцов был выбран общий для всех экспериментов диапазон 
доз (см. рисунок).

Как видно на рисунке, тренды для Понсо (II) и Пон-
со (III) по результатам единого эксперимента различают-
ся между собой не больше, чем тренды для Понсо (I) по 
данным двух независимых экспериментов (левый график). 
В связи с этим может возникнуть сомнение, не принадле-
жат ли образцы I, II и III к одной партии красителя. Однако 
все три образца имели непропорционально различающие-
ся спектральные отношения характеристических сигналов. 
Различия в амплитудах основных сигналов указывали на 
разное количественное содержание Понсо 4R в исследо-
ванных образцах, что исключает их принадлежность к од-
ной партии.

Обсуждение
По данным литературы, в острых опытах на костном 

мозге мышей были испытаны четыре образца Понсо 4R, 
два из которых индуцировали аберрации хромосом [14] или 
МЯ [цит. по 12]. Два других были негативны в МТ [8, 15]. 
В нашей работе три образца Е124 проявили мутагенную ак-
тивность на проэритробластах костного мозга мышей в стан-
дартной постановке МТ. Исследование ограничено рамками 
методологии применяемого теста и не позволяет опреде-
лить механизм действия исследуемого пищевого красителя  
(анеугенный или кластогенный).
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