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Проведено сравнительное исследование эстеразных профилей крови мышей обоего пола и дей-
ствия на них различных доз 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиоксафосфорин-2-оксида (CBDP) спу-
стя 1 час после его подкожного введения животным. Меньшее количество эстераз в крови сам-

цов сделало их более восприимчивыми к действию CBDP по сравнению с самками. Показано, что 
CBDP в равной степени ингибирует активность карбоксилэстеразы и бутирилхолинэстеразы в сыво-
ротке крови мышей, как самцов, так и самок. Выявлены статистически значимые отличия в степени 
ингибирования ферментов между самцами и самками, поэтому не рекомендуется использовать сме-
шанные группы животных при проведении исследований ингибиторов сериновых эстераз.
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Введение. Известно, что традиционные лабо-
раторные животные довольно сильно отличают-
ся друг от друга по наличию и активности тех или 
иных эстераз [1-4]. Кроме того, видовые различия 
в структуре активных центров этих ферментов не 
изучены, в связи с чем, один и тот же ингибитор мо-
жет по-разному действовать на разные виды гры-
зунов. Помимо межвидовых различий существуют 
и внутривидовые отличия. К примеру, в исследова-
нии J.G. Clement и N. Erhardt, проведенном in vitro 
на пулированной сыворотке крыс трех разных 
линий, было выявлены статистически значимые 
отличия в активностях КЭ и БХЭ [5]. Более то-
го, оказалось, что значения ED50, полученные при 
инкубировании 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиокса-
фосфорин-2-оксида (CBDP), одного из известных 
ингибиторов карбоксилэстеразы (КЭ), c сыворот-
ками разных линий крыс, не во всех случаях кор-
релируют с базальными активностями обоих фер-
ментов. Так, значения ED50 у линий Sprague Dawley 
и Fischer, имеющих сопоставимую активность бути-

рилхолинэстеразы (БХЭ) и КЭ, отличаются в 5 раз. 
По результатам проведенного исследования [5] бы-
ла выдвинута гипотеза о существовании различий 
в изоферментном составе КЭ у разных линий лабо-
раторных животных на примере крыс. Тем не ме-
нее, на основании литературных данных [6-11] мож-
но предположить, что на выраженность эффекта 
действия ингибитора по отношению к конкретной 
молекулярной мишени должно оказывать влияние 
общее количество мишеней для него в организме, 
в том случае, если не существует больших разли-
чий в их изоферментном составе. Для проверки ги-
потезы было решено взять животных одного вида, 
но разного пола, так как изоферментный состав их 
сериновых эстераз должен быть максимально бли-
зок, в то время как активность отдельных фермен-
тов может отличаться [12]. Необходимо отметить, 
что подобные сравнения эстеразных профилей 
мышей разного пола в полном объеме в литера-
туре не представлены, хотя гендерные сравнения 
значений некоторых показателей, таких как актив-
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ность КЭ, БХЭ, ацетилхолинэстеразы (АХЭ) цель-
ной крови [12] и параоксоназной активности можно 
встретить [13].

В качестве необратимого ингибитора сериновых 
эстераз мы выбрали CBDP. Имеющиеся в литера-
туре данные о его ингибирующем действии in vivo 
по отношению к эстеразам разных видов многочис-
ленны, датированы второй половиной 80-х годов 
XX века, но окончательно не систематизированы. 
Отсутствует информация о его влиянии на актив-
ность БХЭ и КЭ, основных ферментов сыворотки, 
взаимодействующих с ксенобиотиками, в рамках 
одного эксперимента in vivo. Кроме того, в подавля-
ющем большинстве исследований 80-х годов 20 ве-
ка активность КЭ оценивали с использованием суб-
страта трибутирина [8-10]. С течением времени его 
вытеснили другие субстраты: р-нитрофенилацетат 
(р-НФА) и  -нафтилацетат ( -НА) [7, 11, 14]. Вви-
ду того, что в доступных источниках отсутствуют 
какие-либо работы, посвященные сравнению ре-
зультатов по определению активности КЭ с помо-
щью всех трех субстратов с целью оценки их спец-
ифичности, сложно проводить сравнение между 
данными, полученными при использовании CBDP 
несколько десятилетий тому назад и новыми не-
обратимыми ингибиторами КЭ, эффект которых 
оценивают по гидролизу р-НФА и  -НА.

Целью настоящего исследования являлось де-
тальное изучение гендерных особенностей эсте-
разного профиля мышей и ингибирующего дей-
ствия CBDP по отношению к основным эстеразам 
крови мышей. 

Материалы и методы исследования. В работе бы-
ли использованы самки и самцы белых аутбредных 
мышей массой 20-25 г. Перед началом эксперимента 
животные были распределены случайным образом 
по группам. Количество животных в группах со-
ставляло от 8 до 10 особей. Проведение токсиколо-
гического эксперимента было одобрено комитетом 
ФГУП «НИИ ГПЭЧ» ФМБА России по вопросам 
биоэтики. При работе были соблюдены требова-
ния по гуманному обращению с животными. Усло-
вия содержания экспериментальных животных со-
ответствовали нормативному документу «Правила 
лабораторной практики в Российской Федерации 
(GLP)» (утв. Приказом Министерства здравоохра-
нения Российской Федерации 23.08.2010 N 708).

CBDP синтезировали по методу, описанному 
в работе A.A. Nomeir и M.B. Abou-Donia в 1986 году 
[15]. Для проведения экспериментов готовили рас-
твор CBDP в 5% этиловом спирте на пропиленгли-
коле, который вводили п/к в дозах 0,2, 0,5, 1, 2, 4, 8 
и 20 мг/кг. Контрольной группе вводили раствори-
тель эквивалентного объема. Спустя 1 час живот-
ных выводили из эксперимента. 

В работе были использованы традиционные 
спектрофотометрические методы анализа актив-
ности сериновых эстераз в сыворотке крови с не-

значительными модификациями. При определении 
активностей БХЭ в качестве субстрата использо-
вали бутирилтиохолин. Для оценки активности 
КЭ использовали два субстрата: -нафтилацетат 
( -НА) и  р-нитрофенилацетат (р-НФА). Актив-
ность АХЭ эритроцитов измеряли после двукрат-
ной их отмывки от белков плазмы, используя в ка-
честве субстрата ацетилтиохолин. Тот же субстрат 
был использован для оценки холинэстеразной ак-
тивности сыворотки крови. Оценку активности 
АХЭ сыворотки крови проводили в присутствии 
ингибитора БХЭ iso-OMPA, поскольку известно, 
что БХЭ способна актив но гидролизовать ацетил-
тиохолин. Активность параоксоназы (ПОН) изме-
ряли с помощью параоксона в присутствии 2мМ 
CaCl2 в 0,1М буферном растворе Tris-HCl pH 8,0.

Данные подчинялись нормальному распределе-
нию, поэтому для дальнейшей обработки исполь-
зовали двухвостовой непарный тест Стьюдента 
(для сравнения базовых активностей ферментов 
у самок и самцов) и параметрический однофактор-
ный дисперсионный анализ и тест Даннета (част-
ный случай поправки Бонферрони для сравнения 
нескольких групп с контролем). Для оценки харак-
тера и степени совместного влияния двух факто-
ров (дозы и пола животных) на исследуемые пара-
метры применяли двухфакторный дисперсионный 
анализ. Критический уровень значимости (Р) при 
проверке статистических гипотез принимали рав-
ным 0,05. Данные на рисунках представлены в виде 
«среднее±стандартное отклонение». Статистиче-
скую обработку данных проводили с использова-
нием абсолютных значений активности фермен-
тов. Для облегчения восприятия часть данных 
в таблицах представлена в относительных значени-
ях: % от среднего значения величины в контроль-
ной группе.

Результаты и обсуждение. Результаты оценки 
эстеразного профиля животных, использованных 
в работе, приведены в таблице 1. В ходе проведен-
ных исследований было установлено, что актив-
ность сыворотки крови самок в 1,5 раза выше по 
сравнению с самцами при использовании в каче-
стве субстратов бутирилтиохолина, р-НФА и аце-
тилтиохолина, что согласуется с данными Tuovinen 
с сотр. [12]. Выявленные отличия носят статистиче-
ски значимый характер. Можно с уверенностью го-
ворить о гендерных различиях в активности БХЭ 
сыворотки животных, поскольку субстрат бути-
рилтиохолин считается достаточно специфичным 
для данного фермента. В работе [2] с помощью на-
тивного электрофореза в полиакриламидном геле 
показано, что бутирилтиохолин расщепляет толь-
ко БХЭ плазмы мыши. Кроме того, известно, что 
в активность сыворотки крови по ацетилтиохоли-
ну вносят свой вклад главным образом две серино-
вые эстеразы: АХЭ и БХЭ. Так как мы установи-
ли, что активности АХЭ сыворотки крови самцов 
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и самок различаются незначительно, а активно-
сти по ацетилтиохолину сильно и в такой же сте-
пени, что и активности по бутирилтиохолину, то 
различие в активности сыворотки крови по аце-
тилтиохолину также можно объяснить только су-
щественными различиями в  активностях БХЭ 
животных разного пола. Что касается впервые 
выявленных различий в данных, полученных для 
двух субстратов КЭ, наиболее часто используемых 
исследователями в настоящее время, то можно вы-
двинуть следующие предположения. С одной сто-
роны известно, что БХЭ как и КЭ мышей способ-
на гидролизовать как р-НФА так и  -НА, однако 
последний – в гораздо меньшей степени [1,2]. При 
сопоставлении данных, полученных двумя груп-
пами исследователей [1,2], можно утверждать, что 
вклад БХЭ в активность сыворотки крови мышей 
по обоим субстратам сопоставим и незначителен, 
поэтому активности сыворотки мышей разного 
пола по -НА не различаются, а отличие в активно-
стях по р-НФА нельзя объяснить влиянием на эту 
активность БХЭ. С другой стороны установлено, 
что в сыворотке мышей помимо КЭ и БХЭ присут-

ствуют еще как минимум 4 эстеразы, гидролизую-
щие -НА и  -НА, аналоги которых не были обна-
ружены в крови других исследованных видов [1,2]. 
Скорее всего, эти ферменты также будут прояв-
лять гидролитическую активность по отношению 
к р-НФА. Возможно, их количество или активность 
у самок больше, чем у самцов. Для проверки этой 
гипотезы необходимо провести дополнительные 
эксперименты по исследованию способности эсте-
раз сыворотки крови мышей обоего пола гидроли-
тически расщеплять разные субстраты, используя 
нативный электрофорез в полиакриламидном ге-
ле. Также можно предположить, что субстрат -НА 
гидролизуется меньшим количеством эстераз по 
сравнению с р-НФА, поэтому, возможно, он более 
специфичен. В любом случае, полученные резуль-
таты свидетельствуют о том, что р-НФА и  -НА 
нельзя рассматривать в качестве равноценных суб-
стратов при проведении оценки активности КЭ, во 
всяком случае при выполнении исследований на 
мышах.

Не было выявлено существенных отличий в ак-
тивности сыворотки по параоксону для самцов 
и самок в отличие от [13]. Возможно, это связано 
с различиями в пробоподготовке. Тем не менее, 
обнаружено интересное повышение параоксоназ-
ной активности вплоть до доз CBDP 1-2 мг/кг с по-
следующим возвращение к контрольным значени-
ям. Причем для самок это повышение выражено 
сильнее и носит статистически значимый характер 
(табл. 2 и 3). 

Выявленное статистически значимое снижение 
активности АХЭ сыворотки мышей обоего пола 
по сравнению с контролем, начиная с дозы 2 мг/кг, 
и отсутствие подобной картины для АХЭ эритро-
цитов могут свидетельствовать о том, что это – две 
изоформы одного фермента.

Как и следовало ожидать, принимая во внимание 
разницу в отдельных составляющих эстеразного 
профиля самцов и самок, самцы оказались более 
восприимчивы к действию ингибитора по сравне-
нию с самками. При одних и тех же дозах (1-2 мг/кг) 
ингибирование БХЭ и  КЭ по сравнению с  кон-
трольными значениями у самцов выражено поч-
ти в 3 раза сильнее, чем у самок. Двухфакторный 
дисперсионный анализ показал, что пол животных, 
наряду с дозой CBDP, оказался статистически зна-
чимым для таких параметров, как активность БХЭ 
и активности сыворотки по отношению к ацетил-
тиохолину и р-НФА. В качестве примера на рисун-
ках 1 и 2 приведены данные изменения абсолют-
ных значений этих показателей в зависимости от 
пола животных и дозы CBDP. Гендерные различия 
остальных показателей при увеличении дозы инги-
битора выявлены не были, поскольку базовые ак-
тивности этих ферментов у самок и самцов прак-
тически не отличаются. Данные, представленные 
в таблицах 2 и 3, позволяют говорить об отсутствии 

Рис. 1. Изменение активности карбоксилэстеразы (субстрат 
р-нирофенилацетат) в сыворотке крови самок и самцов 
мышей в зависимости от дозы CBDP.

Рис. 2. Изменение активности бутирилхолинэстеразы 
в сыворотке крови самок и самцов мышей в зависимости 
от дозы CBDP.
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Таблица 1
Эстеразный профиль крови самок и самцов мышей

Пол
Активность, мМ*мин-1

АХЭ сыв. АХЭ эр. Холинэст. 
акт-ть БХЭ КЭ 

(р-НФА)
КЭ

( -НА) ПОН

самцы 0,86±0,14 1,1±0,2 2,5±0,5 2,1±0,6 20,6±7,0 10,9±1,4 0,25±0,05

самки 0,98±0,12 1,1±0,2 3,6±0,4*** 3,2±0,6** 30,3±2,7** 10,7±0,7 0,22±0,04

Примечание: - статистически значимые отличия по результатам двухвостового теста Стьюдента (*- P<0.05, **- P<0.01, 
***- P<0.0001).

Таблица 2
Влияние острого отравления CBDP на эстеразный профиль крови самок мышей через 1 час 

после п/к введения 

Доза, 
мг/кг

Активность, % от К

АХЭ сыв. АХЭ эр. Холинэст. 
акт-ть БХЭ КЭ 

(р-НФА)
КЭ

( -НА) ПОН

0,2 107±13 117±7 102±10† 104±11† 86±10† 90±5 119±30

0,5 104±11 114±13 92±7† 88±7† 76±7 *† 81±3 *** 1 18±20

1 97±18 102±13 70±16 ***† 66±17  ***† 61±16 **†* 78±13 ***† 142±29 **

2 76±10 ** 108±27 32±7 *** 16±9 *** 17±11 *** 27±15 *** 134±25 *

4 65±12 *** 106±19 19±3 *** 2,7±1,4 *** 4,6±1,8 *** 7,2±3,1 *** 111±18

8 60±7 *** 84±8 16±3 *** 1,2±0,6 *** 2,5±0,9 *** 4,9±1,9 *** 94±35

Таблица 3
Влияние острого отравления CBDP на эстеразный профиль крови самцов мышей через 1 час 

после п/к введения 

Доза, 
мг/кг

Активность, % от К

АХЭ сыв. АХЭ эр. Холинэст. 
активность БХЭ КЭ 

(р-НФА)
КЭ

( -НА) ПОН

0,2 113±18 115±12 106±15† 105±22† 88±29† 95±21 105±25

0,5 114±15 122±14 93±15† 74±19 **† 61±23 ***† 75±22 * 117±30

1 93±25 106±18 56±14 ***† 36±12 ***† 22±9 ***† 37±12 ***† 117±31

2 75±19 * 109±24 27±7 *** 5,4±3,6 *** 6,3±1,7 *** 8,5±3,3 *** 122±31

4 84±26 * 120±25 26±8 *** 2,5±2,3 *** 5,9±1,3 *** 7,8±3,3 *** 106±32

20 51±10 ** - 18±3 *** 0,7±0,1 *** 5,5±0,5 *** - -

Примечание:* - статистически значимые отличия между контрольными и экспериментальными группами по результатам 
теста Dunnett или теста Стьюдента (*- P<0.05, **- P<0.01, ***- P<0.0001, **** - P<0.0001).† - статистически значимые 
отличия между показателями у самцов и самок для каждой дозы по результатам двухфакторного дисперсионного анализа, 
который проводили с использованием абсолютных значений активности ферментов. Величины активностей представлены 
в процентном отношении к контрольным з начениям, (n =8)
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избирательности CBDP по отношению к  БХЭ 
и КЭ, поскольку относительные активности этих 
ферментов имеют идентичный характер снижения 
при повышении дозы ингибитора. 

Заключение. В ходе детального сравнения актив-
ностей основных эстераз крови мышей обоего пола 
было установлено, что значительная часть исследо-
ванных ферментов отличается большей активно-
стью в крови самок по сравнению с самцами. Вы-
явленные отличия в активностях ферментов носят 
статистически значимый характер, в связи с чем, 

при проведении исследований ингибиторов эстераз 
следует использовать животных только одного по-
ла. Тем не менее, никаких ограничений по выбору 
пола животных в ходе проведенного исследования 
на основании полученных данных не может быть 
установлено. Полученные результаты еще раз по-
казывают, что при поиске и характеристике новых 
ингибиторов сериновых эстераз нужно изучать их 
влияние на как можно больший спектр ферментов, 
что позволит в дальнейшем лучше охарактеризо-
вать их специфичность и видовые различия.
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D.S. Prokofieva, V.I. Shmurak, E.A. Bodryakova, N.G. Voitenko

GENDER SPECIFIC CHANGES IN MOUSE BLOOD ESTRERASE PROFILE AT THE ACUTE 
INTOXICATION BY 2-(О-CRESYL)-4Н-1,3,2-BENZODIOXAPHOSPHORIN-2-OXIDE

Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology, Federal Medical Biological Agency of Russia, 188663, Saint 
Petersburg, Russian Federation

A comparative investigation of the esterase  profiles of blood of mice of both genders exposed to various doses  of 
2-(o-crezyl)-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-2-oxide (CBDP) was made an hour  after its percutaneous injection 
to  animals. A lesser amount of esterase  in males blood made them more susceptible to CBDP action as compared 
to females. It was shown that CBDP equally inhibits the activity of carboxyl esterase and butyryl choline esterase 
in blood serum of both male and female mice. Statistically significant differences in inhibition degree of  enzymes 
between males and females were found out and therefore it is not recommended  to use mixed groups of animals 
when performing testing of serine esterase inhibitors. 

Keywords: 2-(o-crezyl)-4H-1,3,2-benzodioxaphosphorin-2-oxide ,poisoning, serine esterase, inhibitor, mice, 
gender differences.
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