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СПОСОБ НЕИНВАЗИВНОЙ 
ДИАГНОСТИКИ ПОРАЖЕНИЯ 
СОЕДИНЕНИЯМИ НЕРВНО-
ПАРАЛИТИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
БИОСЕНСОРА В КЛИНИЧЕСКИХ 
И ПОЛЕВЫХ УСЛОВИЯХ

УДК 615.9

Рассмотрены вопросы обоснования необходимости создания и перспективности разработ-
ки методики неинвазивной диагностики поражения соединениями нервно-паралитическо-
го действия в полевых условиях, отвечающей современным требованиям по чувствитель-

ности, специфичности и быстродействию. В результате проведенных исследований предложен 
способ ранней и достоверной неинвазивной диагностики поражения соединениями нервно-пара-
литического действия с применением биосенсора необратимых ингибиторов холинэстераз. 
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Введение. В настоящее время существует реаль-
ная опасность отравления нейротоксинами. Не-
смотря на существование Международной Кон-
венции о запрещении разработки, производства, 
накопления и применения химического оружия 
и о его уничтожении, наиболее опасные отрав-
ляющие вещества, содержащие нейротоксины, 
применялись террористами в Токийском метро и 
в Сирии. Подробные данные о применении хими-
ческого оружия в мирное время приведены в пу-
бликации [1]. Таким образом, совершенствование 
диагностики отравления нейротоксинами явля-
ется важным и актуальным.

Целью данного исследования является раз-
работка способа ранней и достоверной диагно-
стики поражения соединениями нервно-пара-
литического действия в клинических и полевых 
условиях, отвечающего современным требова-
ниям по чувствительности, специфичности и вре-
мени формирования аналитического сигнала.

В наших исследованиях мы ориентировались 
на неинвазивную диагностику, поскольку она 
имеет определенные преимущества перед рядом 
традиционных методов: рентген, биопсия, забор 
крови и др.

Неинвазивная диагностика имеет следующие 
преимущества:

• исключает внесение во внутреннюю среду 
организма болезнетворных вирусов, бактерий и 
ксенобиотиков, как это может случиться при за-
боре крови; 

• позволяет исключить лучевую нагрузку на 
организм в отличие от диагностики с применени-
ем рентгенологических и радиоизотопных мето-
дов исследования;

• освобождает пациента от комплекса болевых 
и неприятных ощущений; 

• неинвазивные методы с использованием сен-
сорных и передающих сигналы устройств, по-
зволяют решать медико-социальные задачи. На-
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пример, создание дистанционных аларм-систем 
может быть полезным для наблюдения из боль-
ницы или поликлиники за больными с опасно-
стью внезапной смерти (гипертонической болез-
нью или др.) и оказания своевременной помощи 
при наступивших критических состояниях.

На сегодняшний день существуют различ-
ные способы использования неинвазивной диа-
гностики. Примером неинвазивной диагности-
ки является исследование химического состава 
выдыхаемого воздуха. Определение наличия в 
выдыхаемом воздухе следов этанола проводится 
очень давно и широко используется работника-
ми ГИБДД для выявления случаев употребления 
спиртных напитков водителями транспортных 
средств. В настоящее время в выдыхаемом воз-
духе определяют более 100 химических соеди-
нений. Состав выдыхаемого воздуха и крови 
взаимосвязаны, что позволяет в определенных 
случаях отказываться от исследования крови и 
проводить определение содержания искомых ве-
ществ в выдыхаемом воздухе.

В 2018 г. был создан новый метод неинвазив-
ной диагностики малярии, за который 25-летний 
Брайан Гитта из Уганды получил престижную 
премию «Africa for Engineering Innovation» от Ко-
ролевской инженерной академии Великобрита-
нии [2]. Для диагностики малярии новым мето-
дом не нужен забор крови, достаточно провести 
красным лучом света по пальцу и обнаружить из-
менения в форме, цвете и концентрации эритро-
цитов, пораженных малярией. В течение минуты 
результаты отправляются на компьютер или мо-
бильный телефон, подключенный к устройству. 
Разработанный тест не требует участия специа-
листа в его проведении. Значимость этого спосо-
ба диагностики определяется тем, что малярия 
является главной причиной высокой смертности 
в Африке.

Неинвазивная диагностика поражения ней-
ротоксинами предложена на основе светового 
зрачкового рефлекса (СЗР) [3]. СЗР определя-
ет сужение и последующее расширение зрачка 
в ответ на свет в результате антагонистических 
действий сфинктера и расширителя мышцы ра-
дужки. Так как эти мышцы иннервируются па-
расимпатическим и симпатическим нервами, то 
различные параметры СЗР могут быть исполь-
зованы в качестве индикаторов. Таким образом, 
СЗР обеспечивает важный показатель вегета-
тивной нервной функции системы. В настоящее 
время СЗР является признанным инструментом 
для количественной неинвазивной диагностики 
поражения токсичным химическим веществом 
[3]. 

Существует неинвазивные диагностики забо-
левания с использованием пробы слюны, кото-
рые основаны на содержании в ней множества 

биомаркеров, что делает возможным диагности-
рование значительного числа заболеваний [4]. 
Маркеры слюны могут точно отражать нормаль-
ное и болезненное состояния человека. Слюна 
является клинически информативной биологи-
ческой жидкостью, которая позволяет успешно 
проводить диагностику в клинических условиях.

Развитие неинвазивных методов в диагности-
ке в определенной степени связано с появлением 
нового направления – использования биосенсо-
ра (БС) – устройства, состоящего из активного 
компонента и преобразователя аналитического 
сигнала в регистрируемый сигнал (световой, зву-
ковой и т.п.). Биосенсоры открывают новые пути 
неинвазивного определения ряда веществ в поте, 
слюне, слезе и моче, которые с одной стороны, 
являются доступными образцами, с другой сто-
роны – накапливают высокую дозу отравляю-
щих веществ в организме человека.

На основе успехов, достигнутых в области эн-
зимологии, биотехнологии и сенсорных техно-
логий, опубликовано значительное количество 
статей и патентов, посвященных разработке оп-
тического биосенсора (ОБС) на основе холинэ-
стеразы для определения нейротоксинов, в том 
числе фосфорорганических отравляющих ве-
ществ (ФОВ). Обзор биосенсоров такого назна-
чения представлен в статье [5].

Повышенный интерес к разработке ОБС для 
определения ФОВ подчеркивает актуальность 
этих исследований, что, по-видимому, явилось 
основанием для проведения IV совещания Науч-
ного консультативного совета временной рабо-
чей группы по проблемам химии и биологии с по-
весткой дня «Биосенсоры», проходившего в Гааге 
с 5 по 7 ноября 2013 г. В итогах совещания в Гаа-
ге было отмечено, что наиболее интенсивные ис-
следования ведутся по двум направлениям [6]: 

1) разработка БС на основе ферментов ацетил-
холинэстеразы (АХЭ) или бутирилхолинэстера-
зы (БХЭ) для мониторинга объектов окружаю-
щей среды на содержание ФОВ; 

2) разработка БС для диагностирования пора-
жения ФОВ. 

Диагностирование с использованием извест-
ных биосенсоров предусматривало проведение 
анализа проб крови после антидотной терапии 
пострадавшего. 

В полевых условиях при поражении ФОВ бо-
лее целесообразна неинвазивная диагностика с 
применением наиболее простых по устройству и 
удобных в эксплуатации биосенсоров. 

Основное требование к биосенсорам нейроток-
синов – обеспечение высокой чувствительности, 
специфичности и быстродействия. Актуальность 
обсуждаемой задачи стимулировала исследова-
ния, посвященные повышению чувствительно-
сти биосенсора нейротоксинов.
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Предложены подходы к решению данной зада-
чи на основе известных ранее литературных дан-
ных:

1. Оптические бессубстратные биосенсоры с 
флуоресцентной меткой (флуорогеном) на осно-
ве флуоресцентного метода регистрации анали-
тического сигнала можно отнести к числу наибо-
лее чувствительных и быстродействующих.

2. Особый интерес представляют флуороге-
ны – обратимые ингибиторы, являющиеся акти-
ваторами фосфорилирования холинэстераз.

3. Известен ряд флуорогенов-активаторов (ак-
тиваторов) фосфорилирования холинэстераз.

4. Исследовано влияние БХЭ на флуоресцен-
цию обратимых ингибиторов-флуорофоров [5]. 

Эти данные были использованы для разработ-
ки экспресс-метода определения ингибиторов 
БХЭ. 

Действительно, введение не флуоресцирующе-
го ингибитора Iнефл, характеризующегося более 
высоким сродством к ферменту (или при его су-
щественно более высокой концентрации), приве-
дет к смещению равновесия в системе и освобо-
ждению ингибитора-флуорофора в соответствии 
с рисунком 1:

Рис. 1. Е – БХЭ, Iфл – обратимый флуорофор-ингибитор, 
E-Iфл – комплекс БХЭ с обратимым ингибитором-
флуорофором, Iнефл – не флуоресцирующий ингибитор, 
E-Iнефл –  комплекс БХЭ с не флуоресцирующим 
ингибитором, E’ – фосфорилированная БХЭ, Рi – продукт, 
выделившийся после фосфорилирования БХЭ.

В случае введения в систему не флуоресцирую-
щего необратимого ингибитора (Iнеоб), например, 
фосфорорганического инсектицида, будет иметь 
место дальнейшее смещение равновесия в сторо-
ну образования фосфорилированной БХЭ. Флу-
оресценция системы при этом также будет сни-
жаться более интенсивно. 

Выбор флуорофора-ингибитора в данном ис-
следовании проводился в соответствии со следу-
ющими требованиями: флуорофор должен быть 
относительно сильным ингибитором БХЭ, обла-
дать высоким квантовым выходом, хорошо рас-
творяться в водных средах в интервале физиоло-
гических значений рН.

Флуорофором-ингибитором, отвечающим дан-
ным требованиям, является комплекс броми-
да 3,8-диамино-5-этил-6-фенилфенантридиния 
(бромида этидия) с БХЭ.

Материалы и методы исследования. В качестве 
флуорофора-ингибитора использовали бромид 
этидия (Ethidium bromide) фирмы Sigma-Aldrich, в 
качестве фосфорорганического нейротоксина 
использовали параоксон (Paraoxon-ethyl) фирмы 
Sigma-Aldrich, в качестве фермента использовали 
ацетилхолинэстеразу из эритроцитов быка (Ace-
tylcholinesterase, type XII-S) фирмы Sigma-Aldrich. 
Спектры флуоресценции регистрировали с по-
мощью спектрофлуориметра MPF-4 фирмы Hi-
tachi. 

Результаты и обсуждение. Бромид этидия име-
ет ряд преимуществ по сравнению с известными 
флуорогенами, образующими флуоресцирую-
щие комплексы с ХЭ:

1) его полоса флуоресценции находится в крас-
ной области спектра ( макс= 610 нм), удаленной от 
полос флуоресценции триптофана и других аро-
матических аминокислот, что вносит вклад в по-
вышение специфичности анализа (рис. 2);

2) образует интенсивно флуоресцирующие 
комплексы не только с АХЭ эритроцитов чело-
века, но и с АХЭ эритроцитов быка, БХЭ челове-
ка и лошади, а также пропионилхолинэстеразой 
зрительных ганглиев кальмара;

3) образует с холинэстеразами комплексы, по-
ложение полос поглощения и флуоресценции 
(рис. 2) которых отличается от соответствую-
щих полос самого бромида этидия, что обеспе-
чивает повышение специфичности определения 
аналита;

4) образование с холинэстеразами комплексов, 
положение полос поглощения и флуоресценции 
которых отличается от соответствующих полос 
самого бромида этидия (рис. 2), открывает пер-
спективу использования для регистрации анали-
тического сигнала метода резонансного переноса 
энергии флуоресценции – одного из самых чув-
ствительных методов измерения интенсивности 
флуоресценции. 

Для проведения исследований по разработке 
целевого способа диагностики в данной работе 
был использован оптический биосенсор необра-
тимых ингибиторов холинэстеразы в воздухе, ак-
тивный компонент которого представляет собой 
интенсивно флуоресцирующий комплекс броми-
да этидия с БХЭ лошади, иммобилизованный на 
твердой подложке золь-гель методом [7].

Именно благодаря включению бромида эти-
дия в состав аналитической рецептуры активно-
го компонента совместно с БХЭ данный биосен-
сор характеризуется высокой специфичностью 
и чувствительностью к ФОВ. Существенным 
преимуществом биосенсора также является ли-
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нейная зависимость снижения интенсивности 
флуоресценции Iфл на длине волны λ = 550 нм от 
концентрации фосфорорганического инсекти-
цида параоксона (х, мкМ), которая может быть 
представлена следующим уравнением:

Iфл (отн. ед.) = (72,6 ± 1,4) – (5,5 ± 0,1) х,   (1)
Р =  0,95, n = 5.  
Следовательно, уравнение (1) может служить 

дозиметром при определении нейротоксина дан-
ным биосенсором. 

В данной работе биосенсор был дополнительно 
снабжен устройством, через которое анализируе-
мая проба (например, слюна пораженного чело-
века), содержащая нейротоксин, может входить 
в контакт с активным компонентом биосенсора.

При моделировании авторами данного ис-
следования диагностики поражения нейроток-

сином в полевых условиях путем нанесения на 
активный компонент биосенсора слюны, содер-
жащей фосфорорганический инсектицид па-
раоксон, наблюдалось снижение интенсивно-
сти флуоресценции биосенсора на длине волны 
550 нм. Аналитический отклик достигался за 
15 – 30 секунд.

Приведенные в таблице данные, подтверждают 
правильное и точное определение наличия пара-
оксона в анализируемой пробе слюны. Таким об-
разом, можно сделать заключение о высокой чув-
ствительности и малом времени формирования 
аналитического отклика при использовании для 
анализа данного биосенсора.

Заключение. В результате проведенных иссле-
дований авторами показано, что предложенный 
способ неинвазивной диагностики поражения со-

Таблица
Результаты определения параоксона биосенсором, n = 10

Эталонный раствор слюны Определено биосенсором 

Концентрация параоксона в эталонном растворе слюны, 
мкМ Концентрация параоксона, мкМ 

1,00 0,87±0,10

10,00 9,20±1,05

Рис. 2. Спектры флуоресценции: 1 – бромид этидий (0,6 мкмоль/л); 2 и 3 – комплекс бромида 
этидия с БХЭ лошади (0,36 Е/мл и 0,50 Е/мл соответственно); возбуждение: l = 470 нм.
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единениями нервно-паралитического действия в 
клинических и полевых условиях с применением 
ОБС необратимых ингибиторов холинэстеразы 
в воздухе, дополнительно снабженного устрой-
ством, через которое анализируемая проба, со-

держащая нейротоксин (например, слюну), мо-
жет входить в контакт с активным компонентом 
биосенсора, отвечает современным требованиям 
по чувствительности и времени формирования 
аналитического сигнала.
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