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КРЫСА (Rattus norvegicus) КАК ОБЪЕКТ ИССЛЕДОВАНИЯ В МОДЕЛИ 
ОСТРОГО ОТРАВЛЕНИЯ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИМИ СОЕДИНЕНИЯМИ. 

4. М1-ХОЛИНОРЕЦЕПТОРЫ И ЭСТЕРАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ 
В ГОМОГЕНАТАХ ГОЛОВНОГО МОЗГА
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После острого отравления фосфорорганически-
ми соединениями (ФОС) в организме происходит
развитие ряда признаков, являющихся следствием
“холинэргического криза”, в том числе поврежде-
ние ЦНС и периферической нервной системы, эн-
дотелия, других тканей и органов [1–3]. Поскольку
значительная часть токсикологических исследова-
ний проводится на грызунах, необходимо учиты-
вать наличие в крови грызунов карбоксилэстеразы
(КЭ), которая, будучи сериновой эстеразой, сте-
хиометрически связывает ФОС, модулируя тем са-
мым состояние интоксикации и развитие отстав-
ленной патологии. Для подавления КЭ используют
различные ингибиторы КЭ, наиболее известным
из которых является 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензо-
диоксафосфорин-2-оксид (CBDP). Другой, более
простой способ моделирования острого отравле-
ния ФОС на грызунах состоит в том, что ФОС вво-
дят двукратно с интервалом 1 ч, при этом первая
доза идет преимущественно на подавление актив-
ности КЭ [4]. Второй вариант является, однако,
менее специфическим, но сравнительный анализ
динамики развития оставленной патологии после
острого отравления ФОС на фоне подавления ак-
тивности КЭ ранее не проводился.

Цель настоящего исследования – иммуногисто-
химическая идентификация мускариновых рецеп-
торов М1 в нейронах неокортекса, гиппокампа и
стриатума и определение эстеразной активности
гомогенатов головного мозга крыс в разные сроки
после острого отравления параоксоном после
предварительного ингибирования КЭ параоксо-
ном и СВDP.

В работе применяли следующие реактивы: па-
раоксон (O,O-диэтил-O-п-нитрофенилфосфат,

POX, Sigma); 2-(о-крезил)-4Н-1,3,2-бензодиокса-
фосфорин-2-оксид (2-(O-cresyl)-4H-1,3,2-benzodi-
oxaphosphorin-2-oxide, CBDP), синтезирован в
НИИ гигиены, профпатологии и экологии чело-
века ФМБА России. Буфер для ИГХ TBS IHC
Wash Buffer+Tween, 20× (Cell Marcue). Первич-
ные антитела Abcam (ab180636). Система детек-
ции REVEAL-Biotin-Free Polyvalent DAB (Spring
Bioscience).

Токсикологические исследования проводили
на крысах-самцах Rattus norvegicus аутбредной ли-
нии Вистар массой 200–240 г в соответствии с пра-
вилами, рекомендованными Физиологической
секцией Российского национального комитета по
биологической этике и положениями “Руковод-
ства по экспериментальному (доклиническому)
изучению новых фармакологических веществ”.
Токсикологическая модель подробно описана в
первой публикации по результатам серии исследо-
ваний [4]. Эксперимент включал три группы срав-
нения: 1 – интактный контроль; 2 – интоксикация
параоксоном в дозе 0.6ЛД50 через час после введе-
ния параоксона в дозе 0.45ЛД50 (РОХ2х); 3 – ин-
токсикация параоксоном в дозе 0.6ЛД50 через
час после введения CBDP в дозе 3.3 мг/кг в/б
(CBPОХ). Наблюдения за животными продолжа-
лись в течение 6 нед после отравления. Через
1, 3 сут, 1, 2, 4 и 6 нед после отравления проводили
выборочную эвтаназию животных в каждой группе
и отбор материала для иммуногистохимического
исследования (ИГХ). После декапитации голов-
ной мозг животных извлекали и вырезали ткане-
вые образцы сегментальной плоскости левого
полушария в стереотаксических координатах:
‒1.13 до –2.07 mmant. Bregma. Срезы толщиной
7 мкм фиксировали в ацетоне 5 мин, после чего
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промывали 0.01 М буфером TBSIHC Wash Buffer +
+ Tween, 20× (Cell Marque). Для окрашивания сре-
зов использовали мультимерную безбиотиновую
систему детекции REVEAL-Biotin-Free Polyvalent
DAB (SpringBio). Окрашенные срезы просматрива-
ли под микроскопом при увеличении 103×; 247× и
413×. Методом случайного отбора фотографирова-
ли области неокортекса, гиппокампа и стриатума и
в программе Videotest Size 5.0 определяли плот-
ность распределения позитивных клеток на пло-
щади среза (количество клеток на мм2, N/мм2).

Ацетилхолинэстеразную, бутирилхолинэсте-
разную и карбоксилэстеразную активность гомоге-
натов головного мозга определяли в супернатанте
при помощи методик, адаптированных для 96-лу-
ночных микропланшетов, с последующим измере-
нием на микропланшетном спектрофотометре
Multiskan FC (Thermo Fischer Scientific) [5].

Статистическую и математическую обработку
данных выполняли в программе GraphPad Prizm
5.0 методом One-Way Anova, с использованием
критерия Краскела-Уоллиса. Статистически обра-
ботанные данные представлены как среднее ариф-
метическое ± стандартная ошибка. Различия меж-
ду группами считали статистически значимыми
при р < 0.05.

На разных сроках после отравления параоксо-
ном установлены изменения плотности распреде-
ления нейронов, позитивных для М1-холиноре-
цепторов в неокортексе, гиппокампе и стриатуме
крыс (рис. 1). Через 24 ч после отравления наблю-
дается увеличение плотности М1-позитивных кле-
ток на 40% в гиппокампе крыс 2-й группы (4.27 ±
± 0.11*1) и на 10% в гиппокампе крыс 3-й группы
(3.38 ± 0.12) по сравнению с контролем (3.04 ± 0.15)
(рис. 1а, в). Через трое суток после отравления на-
блюдается уменьшение М1-позитивных клеток в
неокортексе крыс 2-й и 3-й групп на 25 и 30%
(3.24 ± 0.11 и 3.04 ± 0.18* соответственно) по сравне-
нию с контролем (4.28 ± 0.42), но еще более повы-
шается (до 35%) разница в плотности М1-позитив-
ных клеток в гиппокампе крыс 3-й группы относи-
тельно контроля. Через 1 нед после отравления
выявлено увеличение плотности М1-позитивных
клеток на 45% в гиппокампе (3.24 ± 0.11#2) и почти

1 * – Различия статистически значимы по сравнению с дан-
ными контрольной группы.

2 # – Различия статистически значимы при сравнении данных
2 и 3 групп.
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Рис. 1. М1-позитивные нейроны в различных отделах
мозга крыс. Иммуногистохимическое исследование.
Хромоген: 3,3’ диаминобензидин (DAB). (а) Неокор-
текс крыс контрольной группы; (б) неокортекс крыс
2-й группы (POX2х) через 2 нед после отравления;
(в) гиппокамп крыс 2-й группы (POX2х) через 24 ч по-
сле отравления; (г) стриатум крыс контрольной группы.
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на 60% в стриатуме (2.43 ± 0.11#) крыс 3-й группы
(CBPОХ) по сравнению с показателями животных
группы 2 (POX2х) (2.24 ± 0.20 и 1.54 ± 0.08 соответ-
ственно). Спустя 2 нед после отравления отмечена
увеличенная плотность М1-позитивных клеток в
неокортексе крыс 2-й группы на 60% (273 ± ± 025*)
(рис. 1б) и 3-й группы на 75% (3.01 ± 0.21*) по срав-
нению с показателями контрольной группы (1.7 ±
± 0.16), а также их уменьшение на 24% в стриатуме
у животных 3-й группы (1.43 ± 0.08#) по сравне-
нию с крысами 2-й группы (1.87 ± 0.07). Через
4 нед после отравления у крыс 2-й группы на-
блюдается снижение на 20% (2.77 ± 0.1*) плотно-
сти М1-позитивных клеток в неокортексе по
сравнению с контролем (3.5 ± 0.22), тогда как у
животных 3-й группы в гиппокампе отмечено
увеличение на 40% количества синаптически ак-
тивных по М1-холинорецептору клеток (2.52 ±
± 0.21#) по сравнению с группой 2 (1.8 ± 0.08). Че-
рез 6 нед после интоксикации во всех изучаемых
отделах мозга крыс статистически значимых отли-
чий плотности распределения М1-позитивных
нейронов в сравнении с показателями контроля
не выявлено.

Резюмируя результаты оценки плотности рас-
пределения М1-позитивных клеток в отделах го-
ловного мозга крыс после отравления параоксоном
по двум схемам – POX2х (группа 2) и CBРОХ
(группа 3) – следует отметить, что наибольшие из-
менения выявлены в гиппокампе крыс 3-й группы
в период от первых суток до 4 нед после отравле-
ния. В неокортексе отравленных крыс через 3 сут
отмечено уменьшение плотности М1-позитивных
клеток, с последующим их увеличением через 2 нед
после отравления. Стриатум крыс оказался наиме-
нее подвержен изменениям плотности М1-пози-
тивных клеток вследствие отравления параоксо-
ном в обеих экспериментальных группах (рис. 1г).
Незначительное увеличение плотности клеток в
стриатуме отмечено только через 1 нед после
отравления.

Наиболее выраженное снижение активности
АХЭ в гомогенатах головного мозга крыс выявлено
через 1 сут после отравления у крыс 2-й группы (на
30%) и через 3 сут – у крыс 3-й группы (на 55%)
(рис. 2а). Снижение активности БХЭ на 10-15% от-
мечено у крыс 3-й группы через 1 и 3 сут после
отравления (рис. 2б). Статистически значимых от-
личий в активности карбоксилэстеразы у живот-
ных групп 2 и 3 не выявлено, хотя следует отме-
тить тенденцию к уменьшению активности у крыс
3-й группы через сутки и 2 недели после отравле-
ния (рис. 2в).

Известно, что параоксон способен вызывать
развитие нейродегенеративных изменений в ней-
ронах как при непосредственном введении в раз-
личные отделы головного мозга (гиппокамп), так и
при парентеральном поступлении в организм. Кас-

кад патологических изменений в тканях мозга
включает в себя развитие клеточного отека, повы-
шение уровня цитоплазматического кальция, ин-
дукцию апоптоза, аксональную дегенерацию и ги-

Рис. 2. а) Ацетилхолинэстеразная активность (мкмоль ×
× мин–1 × л–1) в гомогенатах головного мозга крыс в раз-
ные сроки после отравления параоксоном. * – p ≤ 0.05 по
сравнению с контрольной группой. По оси абсцисс:
группа, по оси ординат: (а) активность АХЭ в гомогена-
тах головного мозга (мкмоль×мин–1 × л–1). (б) Бути-
рилхолинэстеразная активность (мкмоль×мин–1 × л–1)
в гомогенатах головного мозга крыс в разные сроки
после отравления параоксоном. * – p ≤ 0.05 по сравне-
нию с контрольной группой. По оси абсцисс: группа, по
оси ординат: активность БХЭ в гомогенатах головного
мозга (мкмоль × мин–1 × л–1). (в) Карбоксилэстераз-
ная активность (мкмоль × мин–1× л–1) в гомогенатах
головного мозга крыс в разные сроки после отравле-
ния параоксоном. По оси абсцисс: группа, по оси орди-
нат: активность КЭ в гомогенатах головного мозга
(мкмоль × мин–1 × л–1).
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бель нейронов [6]. Параоксон, как и другие высо-
котоксичные ФОС, увеличивает концентрацию
ацетилхолина в головном мозге с последующей ак-
тивацией мускариновых и никотиновых рецепто-
ров в гиппокампе [7]. Увеличение плотности М1-
позитивных нейронов наблюдается преимуще-
ственно в группе СВРОХ, что свидетельствует о су-
щественной роли карбоксилэстераз в модуляции
токсикодинамического ответа при острой инток-
сикации параоксоном и, вероятно, других ФОС. В
литературе описана down-регуляция субтипов M1 и
M2-холинорецепторов в головном мозге крыс при
воздействии ФОС: понижение их плотности в коре
на 21.7%, гиппокампе на 11% и стриатуме на 30.2%
[8]. Мы также наблюдали уменьшение плотности
М1-позитивных клеток в неокортексе крыс через
3 сут и 4 нед после отравления. В то же время
в гиппокампе мы выявили повышение плотно-
сти М1-позитивных клеток через 1, 3 и 7 сут, а в
неокортексе – через 2 нед после отравления пара-
оксоном. Степень отклонений от контроля отлича-
ется в двух предложенных нами моделях интокси-
кации с применением специфического (CBDP) и
неспецифического (малая доза параоксона) инги-
биторов карбоксилэстераз, но направленность из-
менений совпадает. Возможная взаимосвязь
карбоксилэстеразной активности и экспрессии
М1-рецепторов требует дальнейшего изучения.
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