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Было изучено применение иммобилизованной на наночастицах бутирилхолинэстеразы в качестве средства 

профилактики при остром отравлении высокотоксичным фосфорорганическими соединениями в дозе, равной ЛД50, 
в опытах in vivo. Введение препарата за 24 часа до воздействия диизопропилфторфосфата предупреждало развитие 
симптомов острой интоксикации и защищало мышей от гибели. Кроме того, профилактическое введение препарата 
бутирилхолинэстеразы, конъюгированной с коллоидным золотом, достоверно замедляло падение активности 
бутирилхолинэстеразы и ацетилхолинэстеразы в плазме крови и оказывало протективное воздействие на               
холинэстеразы в головном мозге. 
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The use of butyrylcholinesterase immobilized on nanoparticles as a means of preventing acute poisoning with highly 
toxic organophosphates at a dose LD50 in experiments in vivo was studied. Entering of the drug 24 hours before exposure 
to diisopropyl fluorophosphate prevented the development of symptoms of acute intoxication and protected mice from 
death. In addition, the prophylactic administration of butyrylcholinesterase conjugated to colloidal gold significantly slowed 
the decrease in the activity of butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase in the blood plasma and had a protective effect 
on cholinesterase in the brain. 
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Холинэстеразы и карбоксилэстераза относятся 
к группе B-эстераз – серинового надсемейства эсте-
раз, которые ингибируются фосфорорганическими 
соединениями (ФОС) [7]. К настоящему времени 
разработаны 4 вида антидотов, имеющих собствен-
ные механизмы защиты эстераз: антагонисты ацетил-
холина (атропин), реактиваторы (оксимы), обрати-
мые ингибиторы холинэстераз (гетероциклические 
соединения) и антиконвульсанты. Однако каждый 
из них не обладает универсальным действием по 
отношению к токсикантам и не может служить в 
качестве профилактического средства. 

На данном этапе одним из наиболее перспек-
тивных препаратов, обладающих антитоксическим 
действием в отношении ФОС, признана сывороточ-
ная бутирилхолинэстераза (БХЭ), благодаря спо-
собности «перехватывать» токсиканты до того, как 
они достигнут холинэргических синапсов [9]. Однако 
для стехиометрической нейтрализации ФОС необ-
ходимо введение значительных количеств фер-
мента, например, около 3–4 мг высокоочищенной 

БХЭ на кг веса пациента, чтобы противодейство-
вать нескольким LD50 ФОС [11]. Ввиду этого воз-
никла идея модифицировать фермент таким об-
разом, чтобы он мог инактивировать несколько 
молекул ФОС, что существенно повысило бы его 
эффективность.  

Одним из способов увеличения активности 
фермента при одновременном сохранении его 
каталитических свойств является иммобилизация 
белка на инертном носителе, в качестве которого 
могут выступать наночастицы золота. В предыдущих 
работах нами было продемонстрировано, что 
конъюгация БХЭ с коллоидным золотом (КЗ) увели-
чивала каталитическую активность фермента [10] 
и удлиняла время его циркуляции в крови по срав-
нению с нативной формой БХЭ [1]. 

 
ЦЕЛЬ РАБОТЫ 
Изучение высокоочищенной бутирилхолин-

эстеразы, иммобилизованной на наноразмерных 
частицах золота в качестве средства профилактики 
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при остром отравлении высокотоксичными ФОС              
в опытах in vivo. 

 
МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 
Высокоочищенную бутирилхолинэстеразу 

(воБХЭ) выделяли из плазмы человека по усовер-
шенствованной методике, включающей препаратив-
ную анионную и аффинную хроматографии, после 
которых на выходе получали фермент, содержащий 
минимум балластных веществ. Основные этапы 
выделения и иммобилизация воБХЭ на 15 нм кол-
лоидном золоте были описаны нами в работе [1]. 
В результате, активность конъюгата воБХЭ с КЗ 
(воБХЭ-КЗ) оказалась на 23 % выше по сравнению 
с нативной формой фермента. 

Эксперимент по изучению профилактических 
свойств иммобилизованной формы воБХЭ прово-
дился на белых беспородных мышах-самцах весом 
30–35 г. Исследования проводились в соответствии 
с требованиями Европейской конвенции по защите 
экспериментальных животных. Мышей содержали 
в помещениях с искусственным освещением (8.00 – 
20.00 ч. – свет, 20.00 – 8.00 ч. – темнота) при 20–
22 ºС в условиях свободного доступа к воде и пище. 

В качестве токсического агента использовали 
диизопропилфторфосфат (ДИПФ) (Sigma), относя-
щийся к группе веществ I класса опасности и обла-
дающий выраженным антихолинэстеразным дей-
ствием. Для уточнения параметров острой токсич-
ности имеющегося в наличии реактива пользова-
лись методом пробит-анализа по Финни. Была 
определена ЛД50 ДИПФ, которая составила 1,8 мг/кг 
(при t ≥ 0,95). 

В эксперименте были задействованы 3 группы 
животных по 12 особей в каждой. I группа – кон-
трольная. Животным на всех этапах эксперимента 
вводили физраствор. II группа – животным вводили 
дозу препарата воБХЭ-КЗ по 1 мл внутрибрюшинно 
с каталитической активностью фермента 1 Ед.  
Через 24 часа животным этой группы внутримышечно 
вводили ДИПФ в дозе, равной ЛД50. III группа – 
животным вводили по 1 мл физраствора внутри-
брюшинно, затем через 24 часа ДИПФ в дозе, 
равной ЛД50.  

Через 24 часа после введения ДИПФ у жи-
вотных контрольных и подопытных групп отби-
рали кровь из подъязычной вены в пробирки, 
обработанные гепарином, и центрифугировали 
при 5000 об./мин в течение 20 мин, полученную 
плазму переливали в пробирки Эппендорфа. Все 
биохимические реакции проводили в течение           
24 часов после забора крови. 

После декапитации животных производили 
забор образцов тканей печени и головного мозга, 
которые гомогенизировали на льду в лизирующем 
Трис-HCl буфере (0,1 М, pH 7,8, 1% Triton X-100,                
2 mM ЭДТА). Затем гомогенаты центрифугировали 
(×9000 g) при 4 °С в течение 20 мин и в надосадоч-
ной жидкости определяли активность эстераз.  

Определение активности АХЭ и БХЭ в плаз-
ме крови и гомогенатах производилось по ориги-
нальному методу Ellman [8], адаптированному для 
планшетного фотометра SYNERGY HTX (BioTek)       
и 48-луночных планшетов. В качестве субстрата 
для АХЭ использовали 0,5 мМ ацетилтиохолин-
йодид (Sigma), для БХЭ – 5 мМоль бутирилтио-
холинйодид (Sigma). 

Активность карбоксилэстеразы (КЭ) опреде-
ляли методом Ecobichon с применением α-нафтил-
ацетата в качестве субстрата [5]. Реакционная 
смесь состояла из 560 мкл лизирующего буфера, 
40 мкл стокового раствора 5 мМ α-нафтилацетата 
в абсолютном спирте и 20 мкл образца плазмы/ 
гомогената. Изменение оптической плотности (А) 
при длине волны 322 нм измеряли с помощью 
планшетного фотометра SYNERGY HTX (BioTek) 
каждые 15 секунд в течение 2 минут и рассчитывали 
ΔА/мин. Активность КЭ рассчитывали по молярному 
коэффициенту абсорбции α-нафтола при 322 нм 
(2×10-3 М*см-1) и выражали в виде нмоль/мин*мл 
плазмы или мг ткани. 

Все биохимические реакции ставились в трое-
кратных повторах при 37 ºС. Затем для каждого 
отдельного случая определялось среднее значе-
ние, которое и использовалось для статистических 
расчетов. 

Статистический анализ проводили в программе 
«Statistika 7.0». Рассчитывались параметры среднего 
арифметического значения (М) и стандартного 
отклонения (SD). Сравнения между группами про-
водили с помощью непараметрического анализа 
с использованием U критерия Манна – Уитни.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ                                       
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
В ходе мониторинга за состоянием подопытных 

животных после введения ДИПФ у мышей III под-
опытной группы наблюдали симптомы, характерные 
для действия большинства высокотоксичных ФОС. 
Через 10–15 минут после введения токсиканта от-
мечали последовательное развитие гиподинамии, 
тонических и клонических судорог двигательной 
мускулатуры, гиперсаливацию, затруднение дыха-
ния вследствие паралича диафрагмы и дыхатель-
ных мышц. На высоте развития этих симптомов 
3 мыши погибли в срок от 2 до 3 часов. У животных 
II группы, которым в качестве средства профилактики 
вводили воБХЭ-КЗ, выживаемость составила 100 %, 
а наблюдаемые симптомы интоксикации были 
смазаны и непродолжительны. 

Изучение активности холинэстераз в плазме 
крови экспериментальных животных через 24 часа 
после введения ФОС показало, что введение 
иммобилизованной формы воБХЭ оказывало 
заметное защитное воздействие на эндогенные 
холинэстеразы. Как видно из представленной 
табл., после воздействия ДИПФ активность БХЭ 
и АХЭ в плазме крови снижалась в 6 и 3,4 раза 
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соответственно, а профилактическое введение 
препарата воБХЭ-КЗ достоверно замедляло паде-
ние до 3,5 и 2,7 раза соответственно.  

 
Изменение активности исследуемых эстераз                         

в плазме крови и гомогенатах тканей у мышей                      
после воздействия ДИПФ (M ± SD) 

Эсте-
разы 

Исследуемый 
объект,  

ед. измерения 

Группа животных 
I 

контроль 
(n = 12) 

II 
ДИПФ  
(n = 9) 

III 
КЗБХЭ+ДИПФ 

(n = 12) 

БХЭ 

Плазма 
крови, 

мкмоль/мин*
мл 

1,429 ± 
0,687 

0,237 ± 
0,134* 

р = 0,000032 

0,405 ± 
0,044*† 

*р = 0,000032 
†р = 0,0046 

Печень,  
нмоль/мин*

мг ткани 

1,37 ± 
0,42 

1,113 ± 
0,336 

1,212 ± 
0,124 

Кора боль-
ших полу-

шарий,  
нмоль/мин*

мг ткани 

0,252 ± 
0,089 

0,236 ± 
0,033 

0,228 ± 
0,015 

Продолгова-
тый мозг, 

нмоль/мин*
мг ткани 

0,289 ± 
4,877 

0,249 ± 
0,027* 

р = 0,004918 
0,261 ± 
0,040 

АХЭ 

Плазма 
крови,  
нмоль/ 
мин*мл 

25,653 ± 
5,341 

7,519 ± 
2,215* 

р = 0,000032 

9,639 ± 
2,323*† 

*р = 0,000034 

†р = 0,0376 
Эритроциты, 
мкмоль/мин* 

106Er 

3,04 ± 
0,54 

0,347 ± 
0,314* 

р = 0,000028 

0,570 ± 
0,271* 

р = 0,000032 
Печень,  

нмоль/мин*
мг ткани 

0,480 ± 
0,317 

0,463 ± 
0,093 

0,467 ± 
0,058 

Кора боль-
ших полу-

шарий,  
нмоль/мин*

мг ткани 

2,088 ± 
0,715 

0,486 ± 
0,076* 

р = 0,000032 

0,472 ± 
0,021* 

р = 0,000031 

Продолгова-
тый мозг, 

нмоль/мин*
мг ткани 

3,213 ± 
13,115 

0,831 ± 
0,110* 

р = 0,000032 

0,913 ± 
0,112* 

р = 0,000032 

КЭ 

Плазма 
крови,  

мкмоль/ 
мин*мл 

129,427 ± 
13,089 

69,115 ± 
14,002* 

р = 0,000032 

64,688 ± 
12,324* 

р = 0,000032 

Печень,  
нмоль/мин*

мг ткани 

4,148 ± 
0,465 

2,560 ± 
0,775* 

р = 0,000053 

2,490 ± 
0,368* 

р = 0,000032 
Кора боль-
ших полу-

шарий,  
нмоль/мин*

мг ткани 

0,150 ± 
0,095 

0,127 ± 
0,032 

0,157 ± 
0,037† 

р = 0,0465 

Продолгова-
тый мозг, 

нмоль/мин*
мг ткани 

0,168 ± 
0,043 

0,115 ± 
0,043* 

р = 0,000854 

0,177 ± 
0,078† 

р = 0,0165 
 

Статистически значимые различия по сравнению                  
с *контролем, †между экспериментальными группами. 

При сравнении активности эритроцитарной 
формы АХЭ между II и III экспериментальными груп-
пами также прослеживалась положительная тен-
денция в сохранении активности фермента после 
профилактического введения препарата воБХЭ-КЗ, 
хотя эти данные и не были статически значимыми.  

Анализ тканевых форм холинэстераз у мышей 
контрольной и экспериментальных групп выявил 
определенные закономерности в активности БХЭ 
и АХЭ. Так, после воздействия ДИПФ без профи-
лактического введения воБХЭ-КЗ у мышей снижа-
лась активность БХЭ и АХЭ в продолговатом мозге, 
а также АХЭ в коре больших полушарий. Введе-
ние же воБХЭ, конъюгированной с КЗ, поддержи-
вало активность БХЭ в головном мозге, но для 
поддержания активности АХЭ в нервной ткани такого 
количества препарата оказалось недостаточно.  

Сравнение активности КЭ в опытных группах 
животных и контроле показало одинаковое сниже-
ние фермента в плазме крови и ткани печени после 
воздействия ДИПФ, однако профилактическое вве-
дение препарата воБХЭ-КЗ положительно влияло  
на активности КЭ в тканях головного мозга.  

Различные виды БХЭ (лошадиная, свиная, 
человеческая, рекомбинантная) достаточно давно 
используются для предотвращения и лечения по-
следствий, связанных с воздействием высокоток-
сичных ФОС. Однако, как уже отмечалось выше, 
для достижения нужной эффективности необходимо 
вводить большие дозы чужеродного белка, что мо-
жет негативно сказаться на иммунной системе, осо-
бенно если речь идет о «нечеловеческой» БХЭ.  
Иммобилизация воБХЭ на наночастицах золота, как 
можно увидеть из представленных результатов             
исследования, помогает даже при использовании 
небольшого количества препарата достигать значи-
тельных результатов. Кроме того, при изучении био-
логических свойств золотых наночастиц было обна-
ружено, что они сами способны выступать в роли 
искусственного фермента (artificial enzyme), выпол-
няющего, в числе прочих, и функцию эстераз [6]. 

Несмотря на то, что данное количество вво-
димого препарата воБХЭ, конъюгированной с КЗ, 
не способно полностью защищать АХЭ в головном 
мозге, это казалось некритично для выживания 
животных. Согласно последним данным БХЭ может 
выступает в качестве «резервного» фермента при 
недостаточной активности АХЭ, а совместная лока-
лизация АХЭ и БХЭ в холинергических нейронах 
указывает на потенциальную взаимосвязь между 
их действиями [2]. 

Помимо синергетического влияния на АХЭ, 
эндогенная воБХЭ способна положительно регу-
лировать и активность КЭ в головном мозге, но не 
в плазме крови и ткани печени. Скорее всего, такой 
выборочный эффект обусловлен разницей изо-
форм, представленных в органах. В печени КЭ 
представлена в основном двумя изоформами: 
CES1 и CES2, которые вовлечены в процессы 
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детоксикации и участвуют в липидном обмене [4]. 
В нервной ткани млекопитающих обнаружены дру-
гие изоформы КЭ: CES3 и CES3L, которые у мы-
шей экспрессируются во всех отделах головного 
мозга и также выступают в качестве защитного 
фактора нервных клеток по отношению к токсиче-
ским веществам [3].  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, полученные данные свиде-

тельствуют о том, что профилактическое введение 
даже минимальных доз высокоочищенной бутирил-
холинэстеразы, конъюгированной с коллоидным 
золотом, оказывает профилактическое воздействие, 
в первую очередь, на холинэстеразы плазмы крови, 
которые первыми оказываются на пути ФОС, тем 
самым снижая токсическую нагрузку на БХЭ и АХЭ 
головного мозга. 
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