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РЕФЕРАТ Создание антидотов к фосфорорганическим ядам – важная задача современной фармакологии. 
Рекомбинантные ацетилхолинэстераза и бутирилхолинэстераза (БуХЭ) являются эффективными ак-
цепторами фосфорорганических ядов, в том числе пестицидов. Представлены результаты определения 
эффективности рекомбинантной бутирилхолинэстеразы при моделировании фосфорорганического от-
равления, вызванного пероральным введением параоксона в дозе 2 мг/кг. Показана высокая активность 
БуХЭ как протективного средства при субхроническом антихолинэстеразном отравлении на модели in vivo. 
Использование БуХЭ в дозе 20 мг/кг помогало избежать гибели модельных животных, а также способство-
вало их быстрому восстановлению после отравления.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биоловушка, бутирилхолинэстераза, in vivo модели, фосфорорганические соединения.
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ВВЕДЕНИЕ
Современная терапия острых и тяжелых хрониче-
ских отравлений фосфорорганическими соединени-
ями (ФОС) включает в себя реанимацию пациентов, 
проведение искусственной вентиляции легких, те-
рапию мускариновым антагонистом (обычно атропи-
ном) в комбинации с введением большого количества 
жидкости и  реактиватора ацетилхолинэстеразы, 
например пралидоксима [1]. Однако такая терапия 
зачастую вызывает тяжелые побочные эффекты: 
тошноту, рвоту, частичную или полную потерю тру-
доспособности, что связано с невозможностью исклю-
чить вероятность необратимого повреждения нейро-
нов. 

Одним из перспективных подходов в терапии от-
равлений ФОС является использование биологиче-
ских антидотов – биомолекул, связывающих и инак-
тивирующих ФОС [2–5]. В качестве таких антидотов 
рассматриваются такие ферменты, как бутирилхо-
линэстераза человека (чБуХЭ) и антитела, способные 
связываться или гидролизовать ФОС [6, 7]. чБуХЭ – 
естественный биологический антидот (суицидальный 

инактиватор) при отравлении ФОС. Благодаря уни-
кальному сходству с ацетилхолинэстеразой человека 
(чАцХЭ) и большему объему полости активного цен-
тра чБуХЭ инактивирует широчайший спектр ФОС, 
причем зачастую эффективнее чАцХЭ [8]. Более 
того, использование чБуХЭ позволяет избежать дол-
говременных побочных эффектов отравления ФОС, 
включая и необратимое повреждение мозга [9].

Фосфорорганические соединения представляют 
собой самую большую группу химических пестици-
дов, применяемых для защиты растений. Поскольку 
потребители едят свежие фрукты и овощи, то они 
автоматически попадают в  группу повышенного 
риска отравления пестицидами. Параоксон – ак-
тивный метаболит пестицида паратион, считается 
одним из наиболее мощных препаратов, ингибиру-
ющих чАцХЭ [10]. Основным способом попадания 
инсектицидов, подобных параоксону, в  организм 
является контакт с кожными покровами или по-
ступление через желудочно-кишечный тракт [11], 
что приводит к острому или хроническому отрав-
лению человека и животных. Кроме того, большин-
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ство инсектицидов на основе ФОС являются липо-
фильными соединениями, склонными к накоплению 
в жировых тканях, что значительно увеличивает 
потенциал их хронического воздействия на орга-
низм человека. Таким образом, разработка моделей 
in vivo, позволяющих оценивать субхроническую 
токсичность фосфорорганических пестицидов, 
представляет существенный интерес, так как по-
зволяет определять долговременные эффекты воз-
действия ФОС на физиологические и поведенческие 
характеристики животного. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Токсичность препарата рчБуХЭ изучали на 36 мы-
шах BALB/c (три группы – две опытные и одна кон-
трольная) по шесть самцов и шесть самок в каждой. 
Формирование таких групп позволяет получить 
репрезентативную выборку и статистически значи-
мые данные. До начала исследования группы жи-
вотных в клетках помещали в отдельную комнату 
на 7 дней для адаптации. В течение этого периода 
у животных контролировали появление признаков 
отклонения в состоянии здоровья. В эксперимент 
случайным образом отбирали здоровых животных, 
у которых индивидуальное значение массы не от-
клонялось от среднего значения в пределах пола 
более чем на 10%. Основные правила содержания 
и ухода за животными соответствовали нормативам, 
указанным в руководстве Guide for Care and Use of 
Laboratory Animals. (ILAR publication, 1996, National 
Academy Press).

Тестируемой группе животных подкожно вводи-
ли ингибитор карбоксилэстераз крезилбензодиокса-
фосфориноксид (CBDP) в дозе 1.5 мг/кг. Через 15 мин 
мыши внутривенно получали рчБуХЭ в дозе 20 мг/кг 
(или физраствор), после чего перорально вводили па-
раоксон в дозе 2 мг/кг. Введение веществ происходи-
ло на 1, 3, 5 дни исследования. Комплексное тестиро-
вание проводили после третьего введения на 6-й день 
исследования. Массу тела животных, потребление 
корма и воды регистрировали ежедневно. Для оценки 
эффективности действия антидота проводили функ-
циональные тесты, такие, как регистрация силы, па-
раметров дыхания, локомоторной и исследователь-
ской активности животных. 

Регистрация параметров дыхания
Состояние дыхательной системы оценивали с ис-
пользованием компьютерной системы PowerLab 
8/35. В  данном тесте оценивали такие параме-
тры, как частота дыхания (раз/мин), дыхательный 
объем (мл), максимальный поток выдоха (мл/с). 
Тестирование проводили на 6-й день исследования 
(после третьего введения веществ). 

Регистрация локомоторной и исследовательской 
активности
Общую локомоторную и  исследовательскую ак-
тивность регистрировали при комплексном тести-
ровании животных после клинического осмотра. 
Поведенческую активность анализировали в тесте 
«открытое поле» на многофункциональной системе 
TSE Multi Conditioning System Extended Advanced. 
Тест проводили на 6-й день исследования (после тре-
тьего введения веществ). Продолжительность теста 
3 мин. При нахождении животного на открытой пло-
щадке актометра регистрировали пройденное жи-
вотным расстояние (см), время неподвижности (с) 
и количество стоек на задних лапах.

Регистрация мышечной силы, отражающая работу 
периферических нервов в тесте хватания Grip 
Strength
Мышечную силу животного измеряли с  помо-
щью прибора GRIP STRENGTH METER, Columbus 
Instruments. Регистрировали силу натяжения пла-
стины динамометра прибора передними лапами жи-
вотного (в кг). Измерения выполняли при комплекс-
ном тестировании животного (после процедуры 
регистрации локомоторной активности) на 6-й день 
исследования (после третьего введения веществ). 
Для  всех количественных данных, полученных 
в ходе исследований, применяли описательную ста-
тистику. Для установления межгрупповых различий 
и сравнения экспериментальных групп с контроль-
ной использовали однофакторный дисперсионный 
анализ Крускала–Уоллеса и/или тест Maнна–Уитни. 
Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы Statistica for Windows 7.1. При P < 0.05 разли-
чия считали статистически значимыми. Результаты 
представляли как значение ± стандартная ошибка 
(P ≤ 0.0005). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для определения эффективности бутирилхолинэсте-
разы в качестве терапевтического агента, использу-
емого для профилактики отравлений фосфорорга-
ническими соединениями, разработана биомодель, 
в которой учитывается разница в «эстеразном ста-
тусе» мыши и человека. Содержание чБуХЭ в кро-
ви человека в  2 раза выше, чем в  крови мыши (5 
и 2.6 мг/л соответственно), тогда как АцХЭ в 25 раз 
меньше (0.008 и 0.2 мг/л соответственно). Кроме того, 
классические лабораторные животные (грызуны: 
мыши, крысы и морские свинки) обладают еще од-
ним эволюционно значимым механизмом защиты 
от  отравлений ФОС, связанным с  наличием гена 
карбоксилэстеразы плазмы крови ES1, необратимо 
инактивирующей широкий спектр ФОС. В плазме 
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крови человека нет этого фермента, что приводит 
к ложной интерпретации данных при оценке токсич-
ности ФОС. В плазме крови человека имеются две 
основные эстеразы – бутирилхолинэстераза (чБуХЭ, 
5 мг/л) и PON1 (50 мг/л). Для того чтобы максималь-
но снизить фоновую активность эндогенной карбок-
силэстеразы плазмы крови у мышей, использовали 
специфический ингибитор крезилбензодиоксафос-
фориноксид (CBDP) в дозе 1.5 мг/кг, который полно-
стью подавлял активность данного фермента. СВDP 
вводили подкожно перед введением фосфороргани-
ческого агента. В качестве модельного ФОС был вы-
бран параоксон, так как именно он и его аналоги яв-
ляются естественными метаболитами подавляющего 
большинства фосфорорганических пестицидов, ис-
пользуемых в настоящее время. Для имитации хро-
нического травления применяли пероральный способ 
введения препарата, имитирующий проникновение 
пестицида при употреблении продуктов питания.

Показано снижение локомоторной активности 
у мышей, получивших ФОС без терапии препаратом 
рчБуХЭ. Пройденное мышами расстояние измени-
лось в 1.5 раза, исследовательская активность снизи-
лась более чем в 2 раза (рис. 1). Введение препарата 
рчБуХЭ, в свою очередь, полностью восстанавлива-
ло моторные функции и исследовательскую актив-
ность. Значительное снижение моторных функций 
и исследовательской активности в рамках нашей 
модели было ассоциировано со значительным пода-
влением активности дыхательного центра (рис. 2). 

Рис. 1. Анализ локомоторной и исследовательской 
активности. Оценивали пройденное животным рас-
стояние (см). Цифры над столбиками соответствуют 
количеству стоек на задних лапах. Планки погрешности 
иллюстрируют стандартное отклонение в группе
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Рис. 2. Анализ параметров дыхания. Оценивали дыха-
тельный объем (левые столбцы), а также максималь-
ный поток выдоха (правые столбцы). Тестирование 
проводили на 6-й день исследования (после третьего 
введения веществ). Планки погрешности иллюстриру-
ют стандартное отклонение в группе
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Рис. 3. Анализ мышечной силы в тесте хватания Grip 
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Основные характеристики функции дыхания, такие, 
как дыхательный объем и максимальный поток вы-
доха, в группе животных, получавших ФОС, были 
снижены в 3 раза по сравнению с контрольной груп-
пой. В то же время терапия препаратом рчБуХЭ вос-
станавливала полноценный дыхательный процесс. 
Сопоставимый эффект наблюдался при  анализе 
силы хватания (рис. 3). Параоксон вызывал значи-
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тельное снижение силы мускулатуры. Сила хвата-
ния в группе, находившейся под действием ФОС, 
была в 2.5 раза ниже, чем у животных контрольной 
группы. Аналогично эффектам, описанным ранее, 
терапия препаратом рчБуХЭ позволяла сохранить 
мышечную активность, отменяя физиологические 
проявления хронических эффектов воздействия па-
раоксона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами разработана биомодель, по-
зволяющая оценить физиологические проявления 
воздействия пестицида параоксона при пероральном 
введении в режиме субхронической токсичности. Эта 
модель представляет большой интерес для изучения 
хронических эффектов воздействия ФОС. Показано, 
что  основные физиологические характеристики, 
такие, как локомоторная и исследовательская ак-
тивность, дыхание, а также мышечная активность, 
являются параметрами, чувствительными к воздей-
ствию ФОС в рамках исследованной модели in vivo. 
В  результате нами показана высокая активность 
препарата рчБуХЭ, использованного в качестве про-
тективного средства. Внутривенное введение биопре-
парата в дозе 20 мг/кг не только помогало избежать 
гибели животных, но  и  способствовало быстрому 
восстановлению поведения мышей после отравле-

ния. Установлено, что основные физиологические 
характеристики животных в группе, получавшей 
препарат рчБуХЭ, не отличались от показателей 
в контрольной группе, не подверженной токсическо-
му воздействию параоксона, что указывает на вы-
сокую протективную эффективность биопрепарата 
не только на описанной ранее модели острой токсич-
ности, но и в разработанной биомодели субхрониче-
ской токсичности. 

Снижение моторных функций, исследовательской 
активности, а также параметров дыхательного про-
цесса и активности мускулатуры, описанных в рам-
ках данной биомодели, может свидетельствовать 
о повреждении нейронных связей. Детализированное 
исследование нейрофизиологических характеристик, 
а также обратимости воздействия ФОС в рамках раз-
работанной биомодели субхронической токсичности 
представляет значительный интерес и  является 
предметом дальнейших исследований. 

Исследование поддержано грантом  
РНФ (№ 16-14-00191). Функциональные тесты 

частично выполнены при поддержке Фонда 
содействия развитию малых форм предприятий 

в научно-технической сфере, программа «УМНИК» 
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