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Исследовано влияние реактиватора холинэстераз карбоксима на возможность определения 
маркеров VR (О-изобутил-S-(2-диэтиламиноэтил)метилтиофосфоната) в биопробах, полу-
ченных в остром эксперименте in vivo после отравления крыс в дозе 2 0,4ЛД50 с  интервалом 

1 час. Установлено, что ацетилхолинэстераза (АХЭ) является более чувствительным биомарке-
ром по сравнению с бутирилхолинэстеразой (БХЭ) плазмы крови. Использование карбоксима 
приводит к реактивации АХЭ в течение 3-х часов после отравления, тогда как в отсутствие тера-
пии реактивация происходит в течение 3-х дней. Регенерация фосфорорганических отравляющих 
веществ (ФОВ) из состава белковых аддуктов плазмы крови с помощью фторид-иона в условиях 
эксперимента была возможна в течение 7 дней независимо от применения антидота. Влияние ре-
активатора на экскрецию продуктов гидролиза VR оказалось значительным. Через сутки после 
отравления и введения карбоксима О-изобутилметилфосфонат (ИбМФК) был идентифицирован 
в моче на уровне 17 нг/мл, в то время как в образцах мочи животных, не получавших реактива-
тор, на уровне 7,4 нг/мл; через трое суток ИбМФК был определен только в моче животных, не 
получавших антидот, на уровне 1 нг/мл. Также установлено, что содержание свободных и этери-
фицированных жирных кислот в плазме крови животных, не получавших антидот, становится 
максимальным на 7 сутки после отравления и, таким образом, может дополнить комплекс токси-
кодинамических показателей отравления VR.

Ключевые слова: химико-токсикологический анализ, фосфорорганические отравляющие веще-
ства, вещество VR, маркеры, хроматомасс-спектрометрия, антидотная терапия.
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Введение. Фосфорорганические отравля-
ющие вещества (ФОВ) являются нервно-па-
ралитическими ядами. Основной механизм 
токсического воздействия ФОВ заключается 
в ингибировании холинэстераз (ХЭ), осущест-
вляющих гидролиз ацетилхолина. Вещества 
группы V: O-этил-S-(2-диизопропиламиноэтил)
метилтиофосфонат, VХ, CAS: 50782-69-9 и O-и-
зобутил-S-(2-диэтиламиноэтил)метилтиофос-
фонат, VR, CAS: 159939-87-4, являются наиболее 
токсичными из всех химических соединений, 
созданных человеком при разработке химиче-
ского оружия. Структурные формулы приведе-
ны на рисунке 1.

Возможность установления факта отравле-
ния ФОВ методами химико-токсикологического 
анализа определяется реальными концентраци-
ями маркеров этих ОВ в биопробах на момент 
исследования и возможностями методики их до-
стоверной идентификации. Методами биохими-
ческого анализа регистрируют снижение катали-
тической активности ХЭ крови [1,2,3], методами 
химического анализа определяют ксеномета-
болиты – продукты метаболизма ФОВ (низко-
молекулярные продукты гидролиза, белковые 
аддукты) [4,5,6,7]. При оценке метаболических 
последствий отравлений фиксируют изменения 
концентраций биогенных веществ, например, 
маркеров метаболизма липидов [8]. 

В случае поражения ФОВ антидотная тера-
пия (введение холинолитика, реактиватора или 
их комбинации), с  большой вероятностью, бу-
дет проведено раньше, чем будут отобраны био-
пробы для анализа. Антидотами при пораже-
нии ФОВ обычно являются представители двух 
групп веществ: холинолитики и реактиваторы 
ХЭ [9]. Наиболее известный препарат первой 
группы – атропин. В больших дозах он облада-
ет не только периферическим, но и централь-
ным М-холинолитическим действием, а также 
проявляет дофаминоблокирующий эффект [10]. 
В качестве реактиваторов ХЭ применяют дипи-
роксим, токсогонин, обидоксим и др. [11]. Прин-
цип реактивации заключается в разрыве хими-
ческой связи между ФОВ и ХЭ, в результате чего 
восстанавливается структура ХЭ и её функция. 
Кроме того, реактиваторы ХЭ обладают Н-хо-
линолитическими свойствами, что обосновыва-
ет их применение в сочетании с М-холинолити-
ками [12]. Антидотная терапия может изменить 
показатели токсикокинетики ФОВ и их метабо-
литов, что необходимо учитывать при проведе-
нии химико-токсикологического анализа и ин-
терпретации его результатов.

Целью настоящего исследования являлась 
оценка влияния антидотной терапии на воз-
можности химико-токсикологического анали-
за ксенометаболитов и  биогенных маркеров 

воздействия ФОВ при моделировании остро-
го отравления животных (крыс) веществом VR 
с применением реактиватора карбоксима. В ка-
честве маркеров рассматривали: 1) активность 
ХЭ крови; 2) О-изобутилметилфторфосфонат 
(VR-G) – фторпроизводное вещества VR, реге-
нерированного из белковых аддуктов с  помо-
щью фторид-иона в плазме крови; 3) О-изобутил-
метилфосфонат – продукт гидролиза вещества 
VR в моче; 4) биогенные компоненты плазмы 
крови – свободные (СЖК) и этерифицирован-
ные жирные кислоты (ЭЖК).

Материалы и методы исследования.
ГСО и другие материалы.
VR (ГСО 8249-2004), карбоксим (раствор для 

внутримышечного введения 150 мг/мл, V03AB), 
О-изобутилметилфосфонат и его дейтериро-
ванный аналог (синтезирован в  НИИ химии 
Санкт-Петербургского Государственного уни-
верситета), ацетонитрил (ТУ 6-09-5497-91), 
ацетат натрия (ГОСТ 199-78), фильтры Amicon 
Ultra-4 Centrifugal Filter Units (10k, Millipore), 
муравьиная кислота (Fluka, кат. № 56302), ка-
лий фтористый 2-водный (CAS 7789-23-3, 
ГОСТ   20848-75), ацетат натрия (ГОСТ 199-
78), уксусная кислота (ГОСТ 19814-74), дихлор-
метан (Supelco, кат. № 1.06044.2500), этилаце-
тат (ГОСТ  22300-76), 10 мМ натрий-калиевый 
фосфатный буферный раствор (137 мМ NaCl 
и 2,7 мМ KCl), рН 7.4 (ФБ). Картриджи для твер-
дофазной экстракции (ТФЭ) – OASIS HLB, 60 
мг (Waters, кат. № WAT094226) и Supelclean LС-
18, 500 мг (Supelco, кат. № 57012); многоканаль-
ный вакуумный коллектор для TФЭ (Supelco, 
кат. № 57030-U), вортекс (SkyLine, ELMI), уль-
тразвуковая ванна (Elmasonic S30H, ELMA), 
термостатируемый шейкер (SkyLine ST-3L, 
ELMI).

Объекты анализа
Образцы плазмы крови и мочи лабораторных 

животных, полученные в эксперименте in vivo. 
Условия содержания экспериментальных живот-
ных соответствовали нормативному документу 
«Правила лабораторной практики в Российской 
Федерации (GLP)» (утв. Приказом Министер-
ства здравоохранения Российской Федерации 
19.06.2003 N 267).

Рис. 1. Структурные формулы фосфорорганических 
отравляющих веществ группы V
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Описание токсикологического эксперимента
В эксперименте были использованы 2 группы 

белых беспородных крыс со средней массой те-
ла 270 ± 24 г по 12 особей в каждой. Животным 
1-й группы вводили VR подкожно, дважды по 0.4 
ЛД50 с интервалом 1 час (суммарная введенная 
доза составила 9,6 мкг/кг); животным 2-й груп-
пы вводили воду (контроль). Сразу после пер-
вого введения VR половине животных каждой 
группы был введен подкожно карбоксим в дозе 
10 мг/ кг из расчета 100 мкл/100 г веса тела. От-
бор проб крови производили через 3 часа, 1, 3, 7 
и 30 суток, отбор мочи – через 1, 3 и 7 суток после 
начала токсикологического эксперимента.

Оборудование и условия проведения инстру-
ментального анализа

1. Определение активности АХЭ и БХЭ биохи-
мическими методами

1.1 Выделение мембран эритроцитов из цель-
ной замороженной крови

Образцы цельной крови перед анализом размо-
раживали при +4°С. К аликвоте цельной крови 
объемом 0.25 см3 добавляли 1 см3 ФБ. Получен-
ную взвесь суспендировали и центрифугировали 
в течение 30 мин при 20 000 g и +4°С. 

Аликвоту надосадочной жидкости объемом 
0,2 см3 вносили в лунки 96-луночного планше-
та в тройном повторе для каждой пробы. Изме-
рения абсорбции проводили при длине волны 
540 нм (максимум поглощения гемоглобина).

Для отмывки мембран эритроцитов к осадку 
добавляли 1,0 см3 ФБ. Образец подвергали уль-
тразвуковой (УЗ) обработке в течение 30 мин 
в режиме непрерывного излучения после чего 
перемешивали на вортексе в течение 5 мин. На-
досадочную жидкость отбрасывали, и к осадку 
вновь добавляли ФБ. Процедуру отмывки повто-
ряли до тех пор, пока надосадочная жидкость не 
становилась практически бесцветной. Получен-
ный осадок суспендировали в 1,0 мл ФБ в УЗ-ван-
не в течение 10 мин.

1.2 Измерение активности АХЭ мембран эри-
троцитов

Аликвоту суспензии объемом 0,2 см3 поме-
щали в лунки планшета в тройном повторе для 
каждой пробы. В качестве холостой пробы ис-
пользовали ФБ. Планшет нагревали 3 мин на 
шейкере при 37°С. В пробы вносили по 0,08 см3 
проявочной смеси, состоящей из 9 объемных ча-
стей раствора 5,5’-дитиобис-(2-нитробензойной 
кислоты в ФБ (0.8 мг/см3) и одной объемной ча-
сти раствора ацетилтиохолина в ФБ (20 мг/см3). 
Планшет помещали в планшетный фотометр, 
поддерживающий температуру 37°С, на 2 мин, 
после чего проводили считывание абсорбции 
опытных проб против холостой пробы при дли-
не волны 405 нм в кинетическом режиме. Было 
выполнено два измерения с интервалом в 10 мин. 

Из значения абсорбции опытных проб второ-
го считывания вычитали соответствующие им 
значения абсорбции опытных проб первого счи-
тывания. За 100% активность АХЭ принимали 
активность АХЭ в пробах, отобранных у живот-
ных контрольной группы.

1.3 Определение активности БХЭ в  плазме 
крови

Образцы плазмы крови разбавляли в  20 раз 
с помощью ФБ и встряхивали в течение 5 мин 
в устройстве для встряхивания проб. Аликво-
ту образца объемом 0.16 см3 помещали в лунки 
96-луночного планшета в тройном повторе для 
каждой пробы. В качестве холостой пробы ис-
пользовали ФБ. Измерения проводили в услови-
ях, описанных в п. 1.2.

1.4 Статистическая обработка данных
Статистическую обработку полученных дан-

ных (n≥6), выполняли с помощью программно-
го обеспечения GraphPad Prizm 5.0. Перед анали-
зом данных проводили проверку нормальности 
их распределения (тест Колмогорова–Смирно-
ва). Поскольку данные подчинялись нормально-
му распределению, для дальнейшей обработки 
использовали параметрический однофакторный 
дисперсионный анализ. Для сравнения экспери-
ментальных данных с контрольными значени-
ями использовали тест Dunnett. Критический 
уровень значимости (Р) при проверке статисти-
ческих гипотез принимали равным 0.05. В слу-
чае небольших выборок (n≤5) для представления 
данных использовали программу Microsoft Excel. 
Данные на рисунках представлены в виде сред-
нее±стандартное отклонение.

2. Определение фторпроизводного VR в  об-
разцах плазмы крови проводили методом газо-
вой хроматографии (ГХ) с тандемной масс-спек-
трометрией (МС/МС) [6, 13]. с использованием 
газового хроматографа модель 7890 А с масс-се-
лективным детектором с тройным квадруполем 
(«Agilent», модель 7000); программное обеспе-
чение Masshunter (условия ГХ-МС/МС анализа: 
температура испарителя 250°С; ввод пробы без 
деления потока (1.0 мин); температурная про-
грамма: 40°C (1мин) – 10°C/мин – 250°C (2 мин), 
post-run 280°C (5 мин); газ-носитель гелий, рас-
ход через колонку 1 см3/мин; температура ин-
терфейса 280 °С; температура источника ионов 
150°С; температура масс-фильтра 150°С; ско-
рость потока газов в ячейку столкновений азота 
1.5 см3/ мин; гелия 2.25 см3/мин; ток эмиссии на 
филаменте 200 мкА; напряжение на умножите-
ле (Gain Factor) 10; время задержки растворите-
ля 3 мин. Детектирование осуществлялось в ре-
жиме мониторинга множественных реакций: 
(99  81(16 эВ); 112  82 (5 эВ), 112  67 (15 эВ). 
Капиллярная кварцевая колонка HP-5MS – 60м
0,25 мм 0,25 мкм с привитой неподвижной фазой 
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(5% фенил 95% диметилполисилоксан) (Supelco, 
код по каталогу 19091S-436).

Подготовка проб плазмы крови к анализу
В пластиковую пробирку (эппендорф) вмести-

мостью 2 мл, содержащую 0.5 мл плазмы крови, 
добавляли 1.2 мл 0.2 М ацетатного буфера (рН 
3.5) и 0.2 мл 5.25 М раствора фтористого калия. 
Пробу выдерживали в течение 30 минут в термо-
стате при 32±2°С, центрифугировали 15 мин при 
14000 об/мин. Сорбент Oasis HLB (60 мг) конди-
ционировали 1 мл метанола и 1 мл деионизован-
ной воды. Подготовленный образец биопробы 
пропускали через сорбент со скоростью 1 ка-
пля/с. Затем сорбент сушили под слабым вакуу-
мом в течение 15 мин. Элюирование целевого ве-
щества проводили хлористым метиленом (3 0.5 
мл). Элюат собирали в виалу с коническим дном 
вместимостью 2,0 мл через воронку с сульфатом 
натрия и затем концентрировали в токе азота до 
100 мкл. 0,001 мл экстракта подвергали ГХ ана-
лизу.

3. Определение алкилметилфосфоновых кис-
лот в моче проводили методом жидкостной хро-
матографии (ЖХ) с тандемной масс-спектроме-
трией (МС/МС) в режиме высокого разрешения 
[14] с использованием жидкостного хроматогра-
фа модель Accela 1250 и масс-селективного де-
тектора Orbitrap LTQ Velos (электроспрей HESI – 
II, режим отрицательной ионизации), «Thermo 
Scientific». Температура распылителя  – 300°С, 
температура капилляра – 370°С, скорость пото-
ка защитного газа – 50 psi, скорость потока вспо-
могательного газа – 17 у.ед., напряжение на ка-
пилляре – плюс 3000 В. Состав подвижной фазы: 
компонент А – водный раствор формиата аммо-
ния с  концентрацией 10 ммоль∙дм3; компонент 
Б – раствор формиата аммония с концентрацией 
10 ммоль∙дм3 в метаноле (0 мин – 5% компонен-
та Б (Б); 5 мин – 5% Б; 12 мин – 70% Б; 20 мин – 
80% Б; 20,01-5% Б; 32 мин – 5% Б). Детектиро-
вание осуществляется при высоком разрешении 
(30000), тип диссоциации – CID: ИбМФК–151.053 

 94.990 (35 ev); d3 ИбМФК 154.053  98.009 (35 
ev).

Подготовка проб мочи к ВЭЖХ-МС/МС ана-
лизу. В образец мочи объемом 1.0 см3 вносили 
0.005 см3 водного раствора d3-ИбМФК с концен-
трацией 0.005 мг∙см3. Образец центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 2000 g, фильтровали 
через фильтр Supelco Iso – Disc Filters N – 13 – 4, 
Nylon 13 мм  0.45 мкм и разбавляли деионизован-
ной водой в соотношении 1:3. Объем пробы для 
анализа 0.005 см3.

4. Определение свободных и этерифицирован-
ных жирных кислот в плазме крови проводили 
двухстадийным методом [15, 16]. Первая стадия – 
переэтерификация ЭЖК раствором метилата 
калия в метаноле, вторая – экстрактивное алки-

лирование СЖК и измерение концентраций ме-
тиловых эфиров методом ГХ с масс-селектив-
ным детектированием (газовый хроматограф 
Agilent 7890A с масс-селективным детектором 
Agilent 5975 и  капиллярной колонкой HP-5MS 
(30м  250мкм  0.25мкм).

Результаты и обсуждение.
Определение активности холинэстераз
Традиционно для установления факта воздей-

ствия ФОВ используют фотоколориметриче-
ские методы анализа, позволяющие определить 
степень ингибирования АХЭ, присутствующей 
на поверхности мембран эритроцитов, или род-
ственного ей фермента БХЭ, который демон-
стрирует достаточно высокую активность в сы-
воротке и  плазме крови. Подобные методы 
ежедневно используются в мониторинге здоро-
вья персонала, контактирующего с ФОВ в про-
изводственных условиях. 

На рисунках 2  – 3 представлены данные по 
изменению активности АХЭ мембран эритро-
цитов и БХЭ плазмы крови после отравления 
животных VR в дозе 2 0,4ЛД50 в условиях анти-
дотной терапии и без нее. 

Статистически значимые отличия в активно-
сти БХЭ плазмы крови подопытных животных 
по сравнению с контрольными значениями были 
установлены только для временного интервала 3 
часа. Антидотная терапия практически не оказа-
ла влияния на значение данного биохимического 
показателя в более отдаленные сроки. Предел 
ретроспективных возможностей метода опре-
деления активности АХЭ мембран эритроцитов 
после применения карбоксима также составля-
ет 3 часа. В отличие от БХЭ уровень активности 
АХЭ очень чувствителен к использованию ан-
тидота. В отсутствие реактиватора ретроспек-
тивная возможность метода составляет 3 дня 
с момента отравления VR (рис. 2). Таким обра-
зом, при исследовании эффективности реакти-
ваторов активность АХЭ мембран эритроцитов 
является весьма информативным показателем, 
позволившим подтвердить эффективность кар-
боксима в антидотной терапии отравлений VR.

Определение алкилметилфосфоновых кис-
лот

Определение низкомолекулярных продуктов 
гидролиза ФОВ – алкилметилфосфоновых кис-
лот (АМФК) в моче является одним из наиболее 
простых способов установления факта воздей-
ствия ФОВ на организм [17]. О-изобутилметил-
фосфоновая кислота (ИбМФК) является марке-
ром VR, тогда как метилфосфоновая кислота 
(МФК) – универсальный маркер всех ФОВ [18], 
рисунок 4. 

Экскреция с  мочой  – основной путь выведе-
ния метаболитов ФОВ из организма. Гораздо 
меньшее их количество выводится с калом или 
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образует ковалентные связи с белками. По дан-
ным [19], 90% от общего количества метаболи-
тов ФОВ выводится в первые 48 – 72 ч после от-
равления. Исследование биожидкостей жертв 
террористических атак (зарин, VX) и экспони-
рованных ФОВ лабораторных животных [20, 21] 
показало, что максимальный уровень экскреции 
МФК достигается через 10–18 часов после воз-
действия [22]. 

Определение ИбМФК в образцах мочи прово-
дили методом ВЭЖХ-МС/МС в режиме высоко-
го разрешения (ВР). Предел обнаружения ИбМ-
ФК составляет 0.5 нг∙см3 [14], таблица 1. 

Результаты определения ИбМФК в образцах 
мочи, полученных после отравления крыс VR 
в дозе 2 0,4 ЛД50

Через сутки после отравления и введения кар-
боксима концентрация ИбМФК в пробах мочи 
животных была в 2,5 раза выше по сравнению 
с образцами мочи от животных, которым после 
отравления не вводили реактиватор. Реактиви-
рованный карбоксимом из состава биоконъюга-
тов VR гидролизуется и выводится с мочой в бы-
строй фазе элиминации. 

Определение О-изобутилметилфторфосфона-
та, регенерированного из состава белковых ад-
дуктов с помощью фторид-иона

Реактивированные из состава биоконъюгатов 
плазмы крови ex vivo ФОВ используются анали-
тиками в качестве маркеров воздействия. Пер-
вая успешная попытка ретроспективного анали-
за в целях установления факта воздействия ФОВ 
на организм путем реактивирования БХЭ была 
предпринята Полхиусом с соавторами [23]. По-
сле реактивирования зарин был обнаружен в сы-
воротке крови 10-ти из 11-ти жертв террористи-
ческой атаки секты АУМ Синрике в Токийском 
метро и в 2-х из 7-ми образцов сыворотки кро-
ви жертв трагедии в Мацумото. Высокий потен-
циал метода реактивирования, реализованного 
в процедуре, описанной в работе [24], для уста-
новления факта воздействия ФОВ был проде-
монстрирован в работе [25] на примере анализа 
образцов плазмы крови сотрудника лаборато-
рии, который случайно подвергся ингаляцион-
ному воздействию VX в концентрации порядка 
0,026 мкг/м3 (норматив для рабочей зоны – 0,001 
мкг/м3). Отравление первоначально было диа-
гностировано по клиническим симптомам (ми-
оз, затрудненное дыхание и др.), в  связи с чем 
была произведена оксимная терапия (600 мг пра-
лидоксима и 2 мг атропина). Анализ активности 
ХЭ крови не выявил существенного угнетения, 

Рис. 2. Активность АХЭ мембран эритроцитов и БХЭ плазмы крови крыс  
на разных сроках после отравления VR (2×0.4ЛД50), n=6

Таблица 1 
Результаты определения (нг/мл) ИбМФК 

в образцах мочи, полученных после 
отравления крыс VR в дозе 2×0.4 ЛД50  

(  ± 25% при Р = 0.95)

Время после 
интоксикации,

сутки
 (n=2)

VR VR + карбоксим

1 7.4 17.0

3 

1.0 <0.5

7 <0.5 <0.5
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а через 24 часа уже ни-
каких клинических 
проявлений не было. 
В  то же время, в  об-
разцах плазмы крови, 
обработанных в  кис-
лой среде фторидом 
натрия, был иденти-
фицирован О-этил-
метилфторфосфонат 
(VX-G) в  концентра-
циях от 81.4 пг/мл 
в первый день после отравления до 6.9 пг/мл на 
27-й день (предел определения метода – 5,5 пг/
мл VX-G), в образцах эритроцитов – от 220 пг/
мл в первый день до 97 пг/мл на 27-й день после 
экспозиции [26]. С учетом того, что концентра-
ция БХЭ в  плазме крови человека составляет 
около 80 нМ, следует, что метод позволяет под-
тверждать воздействие низких доз VX, посколь-
ку маркер надежно детектируется при уровне ин-
гибирования БХЭ > 0,05%.

Влияние антидотной терапии карбоксимом на 
возможность подтверждения интоксикации VR 
путем определения VR-G – продукта его реак-
тивирования фторид-ионом из биоконъюгатов 
плазмы крови, было исследовано в эксперимен-
те. На рисунке 5 представлены результаты опре-
деления VR-G в плазме крови после подкожного 
введения раствора VR в дозе 9,6 мкг/кг (2 0,4ЛД50) 
без применения и с применением реактиватора 
карбоксима.

Через 24 ч после интоксикации VR содержание 
VR-G в  плазме крови животных, получавших 
карбоксим, примерно в 2 раза ниже в сравнении 
с образцами плазмы крови животных без тера-
пии. Через 3 дня и 7 дней после интоксикации 
отличий между двумя группами животных не 
выявлено; уровень VR-G, регенерированного из 
плазмы крови животных обеих групп, составил 
0,3 нг/мл. В образцах плазмы крови, полученных 
через 30 дней после интоксикации, VR-G не был 
обнаружен. 

Определение свободных и этерифицирован-
ных жирных кислот

Биомаркерами в токсикологии считаются по-
казатели токсикодинамики (физиологические, 
биохимические, иммунологические и др.), изме-
нение которых во времени является следствием 
воздействия токсиканта на организм [27]. С по-
мощью биомаркеров можно проводить количе-
ственную оценку реакции организма на внешнее 
воздействие [28]. С целью выделения именно это-
го аспекта биомаркеров, в 2001 г. согласительная 
комиссия Национального института здоровья 
США определила смысл термина «биомаркер» 
как показатель (признак), который можно объ-
ективно измерить (т.е. количественно охаракте-

ризовать) и который может служить индикато-
ром нормального или патологического течения 
биологических процессов, либо индикатором от-
вета на фармакологическое или иное вмешатель-
ство. Многие биомаркеры имеют эндогенную 
природу и служат для оценки динамики измене-
ния состояния живого организма, в отличие от 
кинетических показателей ксенометаболитов, 
характеризующих судьбу того или иного ксено-
биотика в организме. Токсикодинамические ин-
дикаторы отравления, в том числе отравления 
ФОВ, проявляются, как правило, на более позд-
них сроках по сравнению с токсикокинетически-
ми индикаторами [29]. В связи с этим в токсико-
логии все больше внимания уделяется поиску 
взаимосвязей между кинетическими и динами-
ческими показателями, т.е. между химически-
ми и биологическими маркерами, и построению 
соответствующих моделей [30,31,32]. Ранее мы 
исследовали токсикодинамику интоксикации 
фтор- и фосфорорганическими соединениями, 
используя при этом методы электрофизиологии, 
лабораторной и  клинической биохимии, гема-
тологии, гемостазиологии и MALDI-масс-спек-
трометрии [33-39]. С  развитием новых техно-
логий химического анализа стало возможным 
использовать методы хроматомасс-спектроме-
трии для оценки метаболических расстройств 
по изменению уровня биогенных органических 
кислот (гидрокси-, кето-, амино- и поликислот) 
[40 – 44]. В настоящей работе мы проследили ди-
намику тридцати жирных кислот (ЖК) с длиной 
цепи С11-С24 в плазме крови при острой инток-
сикации крыс VR. Изменения концентраций ин-
дивидуальных ЖК в образцах плазмы крови жи-
вотных, отравленных ФОВ с применением и без 
применения антидотной терапии, самостоятель-
ного диагностического значения не имеют. В то 
же время, было выявлено статистически значи-
мое увеличение суммарных концентраций эте-
рифицированных (на 30%) и  свободных форм 
ЖК (на 81%) в плазме крови через неделю после 
введения VR в дозе 2 0.4 ЛД50, рисунки 6 и 7. 

Через 3 часа наблюдается достоверное (Р<0,05) 
повышение уровня СЖК на 36%, через 24 ч и сум-
марная концентрация СЖК снижается до уровня 

Рис. 3. Активность АХЭ мембран эритроцитов и БХЭ плазмы крови крыс на разных 
сроках после отравления VR (2×0.4ЛД50) с применением реактиватора карбоксима, 
n=6
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Рис. 5. Динамика VR-G в плазме крови после регенерации фторид-ионом при отравлении VR в дозе 
9,6 мкг/кг (2×0,4ЛД50) без терапии и с применением реактиватора карбоксима. Знаком «*» отмечены 
статистически значимые изменения (Р<0,05)

Рис. 4. Схема образования продуктов гидролиза VR 

контрольной группы, а затем наблюдается посте-
пенный рост; через 7 дней уровни СЖК превы-
шают соответствующие уровни в контрольной 
группе на 81% (Р<0,05). Терапия карбоксимом из-
меняет динамику метаболизма липидов: в период 
0 72 ч уровень СЖК достоверно (Р 0,05) повы-
шен на 18-43% (максимум через 3 ч), однако че-
рез 7 дней снижается до нормы. Динамика ЭЖК 
в целом соответствует динамике СЖК.

Заключение. Сравнительная токсикокинети-
ка и токсикодинамика различных ФОВ, а также 
эффективность антидотной терапии зависят от 
ряда факторов, среди которых можно отметить 
молярное количество эквитоксических доз ФОВ, 
их физико-химические характеристики (коэф-
фициент распределения, размеры молекул, заряд 
и др.), особенности транспорта и взаимодействия 
с вторичными мишенями, «старение» ковалент-
ных аддуктов [45]. Хотя V-газы обладают мак-

симальной токсичностью среди ФОВ, аддукты 
этих соединений практически не “стареют” и от-
личаются довольно высокой спонтанной реакти-
вацией, а реактивация АХЭ оксимами гораздо 
эффективнее при воздействии веществ группы 
V, по сравнению с зарином и зоманом [46]. Воз-
можности химических методов ретроспективно-
го анализа при регенерации ФОВ из состава бел-
ковых аддуктов плазмы крови крыс с помощью 
фторид-иона существенно выше по сравнению 
с определением продуктов гидролиза ФОВ в мо-
че и составили 7 дней при отравлении VR в дозе 
2 0.4ЛД50 в нашем эксперименте, но могут быть 
продлены при дальнейшей оптимизации проце-
дуры.

Что касается токсикодинамических показате-
лей, АХЭ – более чувствительный биомаркер по 
сравнению с БХЭ плазмы крови крыс при ин-
токсикации VR. Однако использование реакти-
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Рис. 6. Изменение суммарного содержания СЖК после отравления VR в дозе 2×0.4ЛД50, без терапии 
(слева) и совместно с карбоксимом (справа); n=6 
            Знаком «*» отмечены статистически значимые изменения (Р<0,05)

Рис. 7. Изменение суммарного содержания ЭЖК после отравления VR в дозе 2×0.4ЛД50, без терапии 
(слева) и совместно с карбоксимом (справа); n=6
            Знаком «*» отмечены статистически значимые изменения (Р<0,05)

ватора (карбоксима) нивелирует различия чув-
ствительности двух биохимических методов, 
уменьшая временной интервал ретроспективной 
диагностики до 3-х часов. При интерпретации 
полученных данных следует иметь в виду, что 
карбоксилэстеразы (КЭ) имеют широкую суб-
стратную специфичность и являются мишенями 
ФОВ. Наибольшая активность КЭ обнаружена 
в тонком кишечнике, печени, моноцитах/макро-
фагах, а грызуны отличаются высокой активно-
стью КЭ в плазме крови [47,48]. Ранее было уста-
новлено, что степень ингибирования КЭ in vivo 
эквитоксическими дозами ФОВ прямо пропор-
циональна отношению бимолекулярных кон-
стант скорости ингибирования ki для КЭ и АХЭ 
и, следовательно, обратно пропорциональна ток-
сичности ФОВ [49]. Вещества группы V являют-

ся исключением из этой закономерности, хорошо 
взаимодействуя как с АХЭ, так и с КЭ. Возмож-
но, высокая липофильность VR предопределяет 
его взаимодействие с более гидрофобными ми-
шенями (Садлоу 1 сайт альбумина) [50,51,52], что 
способствует эффективному транспорту токси-
канта к приоритетным мишеням (АХЭ). 

Измерение концентраций СЖК и ЭЖК в плаз-
ме крови может дополнить комплекс показате-
лей при отравлении ФОВ, причем для ретроспек-
тивной диагностики в течение трех суток после 
отравления факт применения антидотной тера-
пии оксимами значения не имеет. В дальнейшей 
оценке, в качестве патогномоничного признака 
отравления VR, в первую очередь при нелече-
ной интоксикации, необходимо измерение СЖК 
и ЭЖК в отставленные сроки (более 3 суток). 
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The effect of the cholinesterase reactivator carboxim was studied on the possibility of the determination of 
markers of VR (О-isobutyl S-(2-diethylaminoethyl) methylthiophosphonate) in biomedical samples obtained 
in in vivo acute experiments in rats injected with 2 0.4LD50 of VR at 1hour interval. It was found that 
acetylcholinesterase (AChE) is a more sensitive blood plasma biomarker compared to butyrylchlonesterase 
(BChE) in blood plasma. Carboxim therapy led to AChE reactivation 3 h after poisoning, whereas 
in the absence of therapy, the AChE activity recovered within 3 days. Fluoride-based regeneration of 
organophophorus nerve agents (OPNAs) from blood plasma protein adducts was possible within 7 days 
after poisoning irrespective of whether the therapy was applied or not. The effect of the reactivator on 
the excretion of VR hydrolysis products was considerable. A day after poisoning and carboxim injection, 
О-isobutyl methylphosphonate (iBuMPA) was detected in urine at a level of 17 ng/ml against 7.4 ng/ml 
in the urine samples of untreated animals; after 3 days, iBuMPA could be detected at a level of 1 ng/ml 
exclusively in the latter urine samples. It was also found that the levels of free and esterified fatty acids in 
the blood plasma samples of animals not subjected to antidotal therapy reached a maximum on the 7th day 
after acute exposure to VR. Therefore, the blood plasma levels of free and esterified fatty acids can be used 
as an additional toxicodynamic parameter of VR poisoning.

Keywords: Chemical toxicological analysis, organophophorus nerve agents, VR, markers, gas chromatography: 
mass spectrometry, antidotal therapy.
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