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На модели отравления крыс малатионом в дозе 1 ЛД50 исследована ассоциация полиморфиз-
мов гена Bche с активностью бутирилхолинэстеразы. Изучено распределение генотипов 
6 полиморфных вариантов гена Bche. Показана достоверная (p<0,05) ассоциация вариан-

тов T>C (SNPID rs198598583), G>T (SNPID rs106118718), A>T (SNPID rs107226860) c активно-
стью бутирилхолинэстеразы в ткани печени через 1 сутки после отравления, а их распростра-
ненность характеризуется сцепленным типом наследования. Наибольшая корреляционная связь 
активности фермента в печени прослежена для аллельных вариантов A>T (rs107226860) и G>T 
(rs106118718). У крыс с гомозиготным вариантом генотипа активность фермента была досто-
верно больше (на 30%) по сравнению с гетерозиготным генотипом.
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Введение. Бутирилхолинэстераза (БХЭ) 
выполняет многие функции в организме 
человека и животных: участвует в передаче 
нервных импульсов [1] и гидролизует избыток 
ацетилхолина в нервно-мышечных синапсах [2]. 
Изменение активности фермента наблюдается 
при различных патологических состояниях и, в 
первую очередь, заболеваниях печени, анемии, 
новообразованиях, кахексии и хронических 
инфекциях. БХЭ образует комплекс с рядом ток-
сикантов, относящихся к классу фосфороргани-
ческих соединений (ФОС), включая пестициды 
(малатион, хлорпирифос, диазинон) и отравляю-
щие вещества (зарин, зоман, Vx) [3]. При отравле-
нии этими ядами наблюдается выраженное сни-
жение активности фермента [4]. 

При любом варианте поражения ФОС первич-
ный контакт яда с холинэстеразой плазмы крови 
происходит в сосудистом русле, субстратом кото-
рой является бутирилхолин. Это обстоятельство 
позволяет рассматривать БХЭ в своем роде «бу-
ферной системой» между ядом и органами-мише-
нями. За счет такого действия БХЭ предохраняет 
АХЭ нервно-мышечных синапсов от ингибиро-
вания ФОС, а ее активность может служить кри-
терием адекватности проведения терапии и исхо-
да интоксикации ФОС [5]. 

До настоящего времени лечение отравлений ря-
дом ФОС и, в первую очередь, малатионом сопря-
жено с недостаточной эффективностью средств 
антидотной терапии (атропин) и реактивацион-
ной способностью дипироксима, рекомендован-
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ного для применения в гражданском здравоох-
ранении. Особенности протекания отравлений 
малатионом и недостаточный биологический 
отклик в ответ на прием фармакологических 
средств может обусловливаться полиморфизмом 
генов, обеспечивающих регуляцию холинерги-
ческой системы. О вероятной роли генетических 
различий также указывают данные об индивиду-
альности течения интоксикации и степени инги-
бирования БХЭ у животных одного и того вида.

Показано, что активность БХЭ может опреде-
ляться структурными особенностями гена, ко-
дирующего наработку этого фермента. Ген Bche 
локализован на длинном плече второй хромосо-
мы (локус 2q32) и содержит значительное чис-
ло однонуклеотидных замен (Single Nucleotide 
Polymorphism, SNP) [6]. Встречаются сведения о 
влиянии полиморфизма гена Bche на фермента-
тивную активность БХЭ человека [7, 8, 9, 10]. В 
то же время влияние полиморфизма гена Bche на 
активность БХЭ, а также ее восстановление при 
воздействии малатионом ранее не было исследо-
вано. 

В связи с этим целью настоящей работы было 
исследование ассоциации полиморфных вариан-
тов гена Bche белых беспородных крыс с актив-
ностью БХЭ после отравления малатионом.

Материалы и методы исследования. Работа 
выполнена в соответствии с Национальными и 
Международными Правилами работы с лабо-
раторными животными, а ее выполнение санк-
ционировано Комиссией по биоэтике (IACUC), 
утвержденной начальником Института от 
19.11.2009 г. Эксперименты выполнены на белых 
нелинейных крысах-самцах массой 180–240  г., 
содержавшихся в условиях вивария (питомник 
РАМН «Рапполово», Ленинградская область). За 
12 ч до начала эксперимента животных лишали 
пищи. Для моделирования отравления живот-
ным однократно внутрижелудочно (в/ж) вводи-
ли малатион в дозе 1 ЛД50 (410 мг/кг). В качестве 
антидота отравлений ФОС всем животным на 
первых признаках интоксикации внутримышеч-
но вводили атропин в дозе 2 мг/кг, пересчитанной 
по методике межвидового переноса доз согласно 
«Руководства…» [11]. При экстраполяции на че-
ловека доза атропина соответствовала 20 мг/чел. 
(лечение тяжелых форм отравлений ФОС). Кон-
трольной группе вводили стерильную воду для 
инъекций из расчета 1 мл/кг. Наблюдение за жи-
вотными осуществляли в течение 1 сут.

В этот срок исследовали биохимические и ге-
нотипические маркеры интоксикации. Скорость 
ферментативного гидролиза бутирилтиохолин 
йодида (субстанции Sigma) определяли в крови, 
гомогенатах печени и головного мозга при темпе-
ратуре 37,4 °С в среде 0,04 М фосфатного буфера 
при рН = 7,5 в условиях постоянства концентра-

ции субстрата (метод Эллмана) [12]. Оптическую 
плотность измеряли на спектрофотометре 
Hitachi U-2900 при длине волны 412 нм.

Выделение ДНК осуществляли из образцов пе-
риферической крови с использованием автомати-
ческой станции для выделения нуклеиновых кис-
лот «NorDiag Arrow» (Швеция) и коммерческого 
набора «Arrow Blood DNA Kit 500» (Швеция) 
по протоколу «DNA Blood 500». Концентрацию 
выделенной ДНК определяли с использованием 
спектрофотометра «BioSpec-nano» (Япония).

Для определения полиморфизмов гена Bche 
проводили полимеразно-цепную реакцию в ре-
альном времени (ПЦР-РВ) на амплификато-
ре «QuantStudio 12K Flex», «Applied Biosystems» 
(США), с использованием коммерческих прай-
меров и зондов, нанесенных производителем 
на пластины «OpenArray». С использованием 
робота «OpenArray AccuFill System» на пласти-
ны «OpenArray» наносили реакционную смесь 
для генотипирования TaqMan® OpenArray® 
Genotyping Master Mix, деионизованную воду и 
образцы ДНК [13]. Термоциклирование пластин 
«OpenArray» проводили по следующей програм-
ме: 95 °С – 600 с – 1 цикл; (92 °С – 15 с, 60 °С – 60 
с) – 40 циклов. При анализе данных ПЦР-РВ ис-
пользовали программное обеспечение «HOME 
Genotyper».

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с использованием программы Statis-
tica 8.0. Проверка соответствия распределения 
показателей активности БХЭ в печени нормаль-
ному распределению была проведена с использо-
ванием критерия Колмогорова-Смирнова. Для 
сравнения уровней активности БХЭ при носи-
тельстве различных генотипов использовали 
t-критерий Стьюдента.

Результаты и обсуждение. На основании ин-
формационно-теоретического поиска определен 
перечень вариаций гена Bche, ответственных за 
ферментативную активность БХЭ. Установле-
но, что частоты полиморфных вариантов гена 
Bche (SNPID rs198598583, rs106414162, rs107226860, 
rs106296908, rs106118718, rs105196691) оказывают 
наиболее выраженное влияние на активность 
БХЭ. Два из них расположены в экзонах (кодиру-
ющей области гена), 3 других в интронах (некоди-
рующей части гена), а также еще 1 расположен в 
3’– области гена [6]. Анализ образцов ДНК, выде-
ленных из периферической венозной крови крыс, 
позволил выявить частоты полиморфных вари-
антов гена Bche (табл. 1). 

У исследуемых животных показано отсутствие 
разнообразия среди генетических вариантов G>A 
(rs106414162), A>G (rs106296908), C>T (rs105196691) 
гена Bche. Следовательно, можно предположить, 
что данные полиморфизмы гена Bche не оказы-
вают влияния на активность фермента БХЭ. 
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В противоположность этому полиморфиз-
мы T>C (rs198598583), G>T (rs106118718), A>T 
(rs107226860) формировали различные генотипы 
с относительно схожими частотами. В оценивае-
мой выборке не наблюдали ни одного животного 
с гомозиготными генотипами по «редким» алле-
лям, что может объясняться малой частотой их 
представленности в популяции крыс.

Полученные данные позволили выделить три 
основных полиморфизма гена Bche, которые 
могут влиять на ферментативную активность 
БХЭ в организме крыс: T>C (rs198598583), G>T 
(rs106118718), A>T (rs107226860). Среди исследо-
ванной выборки животных проведен анализ ас-
социации вариантов гена Bche с активностью 
БХЭ, при этом только для ткани печени показа-
на корреляция показателей. Для всех трех вари-
антов полиморфизма гена Bche было характерно 
сцепленное наследование.

Результаты активности БХЭ печени в зависи-
мости от полиморфизма гена Bche через 1 сут-
ки после отравления крыс малатионом в дозе 
1 ЛД50 и терапии атропином (2 мг/кг, в/м) пред-
ставлены на рисунке 1. 

Для исследованных групп характерно отсут-
ствие межгрупповых отличий по гетерозиготно-
му или гомозиготному вариантам полиморфизма 
гена Bche. У крыс с гомозиготным вариантом ге-
нотипа, независимо от полиморфизма гена Bche, 
активность фермента была достоверно (при 
p≤0,05) выше на 30 % по сравнению с БХЭ жи-
вотных с гетерозиготным генотипом. 

Особенности эстеразного статуса позволили 

предположить о ведущей роли гомозиготных ва-
риантов гена Bche в восстановлении активности 
БХЭ в ткани печени на фоне ее тотального инги-
бирования (до 80%) малатионом в течение 1–2 ч 
после отравления.

Полученные данные свидетельствуют о нали-
чии ассоциации всех трех исследованных вариан-
тов гена Bche с активностью БХЭ в печени через 
1 сутки после отравления крыс малатионом в до-
зе 1 ЛД50. По уровню статистической значимости 
наибольшая корреляционная связь активности 
БХЭ в печени прослеживалась для крыс с гено-
типом A>T (rs107226860) и G>T (rs106118718).

Результаты изучения особенностей протека-
ния отравления ФОС и эстеразного статуса в за-
висимости от полиморфизма генотипа гена Bche 
у животных подтверждаются данными оценки 
зависимости полиморфизма гена, кодирующего 
БХЭ, с ее ферментативной активностью у чело-
века. Так, у носителей мутации (A>G, rs1799807) 
активность БХЭ значительно ниже, а в ряде слу-
чаев практически не прослеживается [9]. Данный 
факт может быть обусловлен наработкой фер-
мента с измененной пространственной структу-
рой эстеразного участка. Показано, что точечная 
мутация (G>A, rs1803274), определяющая так на-
зываемый «К-вариант» БХЭ, приводит к сниже-
нию активности фермента в среднем до 30% от 
внутрипопуляционной нормы [7]. В то же время 
существуют варианты гена, кодирующего БХЭ 
человека, ассоциированного с повышенной ак-
тивностью БХЭ. Так, например, у носителей 
«йоханнесбургского» варианта, выявленного в 

Таблица 1
Частота встречаемости полиморфных вариантов гена Bche у крыс после отравления малатионом  

в дозе 1 ЛД50 и терапии атропином (2 мг/кг, в/м)

№ п/п Полиморфные варианты гена Bche
Частота встречаемости генотипов, N

NN NM MM

1 T>C (rs198598583) 13
(44,8)

16
(55,2)

0
(0)

2 G>A (rs106414162) 29
(100)

0
(0)

0
(0)

3 A>T (rs107226860) 12
(41,4)

17
(58,6)

0
(0)

4 A>G (rs106296908) 29
(100)

0
(0)

0
(0)

5 G>T (rs106118718) 13
(44,8)

16
(55,2)

0
(0)

6 C>T (rs105196691) 29
(100)

0
(0)

0
(0)

Примечание: 1 – NN – гомозигота по «дикому» аллелю, NM – гетерозигота, MM – гомозигота по «редкому» аллелю;  
2 – в скобках указана частота встречаемости полиморфных вариантов гена bche.
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южноафриканской популяции, наблю-
даются более высокие показатели ак-
тивности БХЭ по сравнению с общей 
популяцией в среднем в 2–3 раза [8]. 
Показано, что у лиц с вариантом БХЭ, 
устойчивой к ингибированию 0,05 мМ 
раствором фторида натрия, обнару-
живались одна или две мутации в гене 
БХЭ (Thr271Met, rs28933389; Gly418Val 
rs28933390) [10]. 

Проведенное исследование про-
демонстрировало достоверную 
(p<0,05) ассоциацию вариантов T>C 
(rs198598583), G>T (rs106118718), A>T 
(rs107226860) гена Bche с активностью 
БХЭ в печени после отравления мала-
тионом в дозе 1 ЛД50 и терапии атро-
пином (2 мг/кг, в/м). Носители гете-
розиготных генотипов (СТ, АТ и GT 
соответственно) обладали более низ-
кой ферментативной активностью 
БХЭ в печени через 1 сутки после вве-
дения ФОС, в сравнении с носителями 
гомозиготных генотипов по «диким» 
аллелям. Следовательно, можно пред-
положить, что крысы с гомозиготны-
ми генотипами по «диким» аллелям 
должны быть более устойчивы к воз-
действию ФОС. Варианты гена Bche 
T>C (rs198598583) и G>T (rs106118718) 
предположительно наследуются сце-
пленно, то есть генотипу ТТ соответ-
ствует генотип GG. Поэтому влияние 
на активность БХЭ в печени через 1 
сутки после отравления малатионом 
в дозе 1 ЛД50 одного из полиморфных 
вариантов может объясняться влияни-
ем второго варианта.

Эти и другие особенности генети-
ческого профиля с активностью БХЭ 
имеют принципиальное значение при 
разработке средств фармакологи-
ческой коррекции поражений ФОС. 
Данные исследования полиморфизма 
гена Bche в острый период отравления 
крыс малатионом на уровень актив-
ности БХЭ позволяют сформировать 
новые подходы для оценки эффектив-
ности существующих средств лечения 
поражений ФОС, равно как и опреде-
лить новые направления для разра-
ботки средств лечения, основанных на 
инженерной биотехнологии, исполь-
зуя при этом биологическую модель 
отравления на крысах. 

Заключение. В ходе эксперимен-
тальных исследований установле-
но, что полиморфные варианты T>C 

Рис. 1. Активность БХЭ в печени крыс через 1 сутки после отравления 
малатионом (1 ЛД50) и терапии атропином (2 мг/кг, в/м) в зависимости 
от полиморфизма G>T (rs106118718) (А), T>C (rs198598583) (Б), A>T 
(rs107226860) (В) гена Bche
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(rs198598583), G>T (rs106118718), A>T (rs107226860) 
гена Bche определяют активность БХЭ в печени 
крыс через 1  сутки после отравления малатио-
ном в дозе 1 ЛД50. Наибольшая корреляционная 
связь активности фермента в печени прослежена 
для аллельных вариантов A>T (rs107226860) и G>T 
(rs106118718) и гомозиготным вариантом генотипа.

Наличие полиморфизма в гене Bche обусла-
вливает различный профиль активности БХЭ 

и, предположительно, различную реакцию жи-
вотных одного и того вида в ответ на введение 
малатиона в дозе 1 ЛД50. Результаты изучения 
полиморфизма гена, кодирующего БХЭ после 
выполнения дополнительных исследований, 
могут быть использованы для обоснования 
схем применения рекомендованных средств ле-
чения отравлений ФОС, а также разработки 
новых средств патогенетической терапии.
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The association of Bche gene polymorphisms with butyrylcholinesterase activity was investigated on a model 
of rats poisoned with malathion at a dose of 1 LD50.. The genotype distribution of six polymorphic variants of 
Bche gene was studied. An authentic association (p <0.05) of variants T>C (SNPID rs198598583), G>T (SNPID 
rs106118718), A>T (SNPID rs107226860) with butyrylcholinesterase activity in the liver tissue a day after poisoning 
was shown; the prevalence of those polymorphic variants is associated with linked type of inheritance. The highest 
linkage correlation of the enzyme activity in the liver was observed in variants A>T (rs107226860) and G>T 
(rs106118718). Enzyme activity in rats with a homozygous genotype was authentically higher ( by 30 %) compared 
to the heterozygous genotype. 
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