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В работе представлены результаты первичного фармакологического скрининга холиноблокаторов 
и сравнительная оценка их специфической активности в эквитоксических концентрациях с исполь-
зованием биологического тест-объекта — зоогидробионтов Daphnia magna Straus. Определяли 
индекс защиты и минимальную эффективную концентрацию по предотвращению атипичной дви-
гательной гиперактивности фармакологических веществ при отравлении обратимым ингибитором 
ацетилхолинэстеразы. На основании представленных результатов в перечень перспективных кан-
дидатов для дальнейшего исследования на теплокровных животных попали все холиноблокаторы, 
отобранные ранее в экспериментах на млекопитающих.
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This work presents the results of primary pharmacological screening of anticholinergic drugs and com-
parative evaluation of their specific activity in equitoxic concentrations using Daphnia magna Straus hydro-
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bionts as a biological test object. We determine the protective index and the minimum effective concen-
tration in terms of preventing atypical motor hyperactivity of pharmacological substances when poisoning 
with a reversible acetylcholinesterase inhibitor. On the basis of the results obtained, the list of promising 
candidates for further research in warm-blooded animals is extended by all of the anticholinergic drugs 
previously selected in experiments on mammals.
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Введение
Фармакологический скрининг заклю-

чается в экспериментальном выявлении 
фармакологической активности препара-
тов с помощью чувствительных методов 
in vitro или in vivo (в т.ч. с использованием 
первичных тест-систем). При целенаправ-
ленном поиске соединений осуществляют 
скрининг с применением строго опреде-
лённого набора тестов для оценки каждо-
го класса веществ. Выбор тест-системы 
для скрининга производят исходя из пред-
полагаемой фармакологической активнос-
ти вещества. Для первичного скрининга 
фармакологических веществ холинергиче-
ского типа действия можно использовать 
зоогидробионтов Daphnia magna Straus 
благодаря наличию у них холинергической 
медиаторной системы и холинорецепторов 
[16, 18]. С помощью такого отбора сокра-
щается количество используемых тепло-
кровных животных в экспериментальных 
исследованиях, что оправдано с биоэтиче-
ской и экономической точек зрения [2, 21].

В настоящее время в экотоксикологи-
ческих исследованиях с использованием 
дафний, как правило, применяются тесты 
по определению токсичности химиче-
ских веществ, основанные на летальности 
или угнетении репродуктивной функции 
[4, 5]. Детальный анализ строения и биоло-

гических функций дафний позволяет раз-
личать их физиологические тест-функции, 
такие как: скорость плавания, пройденное 
расстояние, частота прыжков, частота сер-
дечных сокращений, частота приёма пищи 
и потребление кислорода, что также может 
быть полезно при оценке токсических эф-
фектов [25]. Кроме того, эффекты тестиру-
емых препаратов на дафний можно оценить 
с помощью ферментативных (холинэсте-
раза, каталаза, супероксиддисмутаза и др.) 
и неферментативных (глюкоза, аминокис-
лоты, липиды) биомаркеров [22, 23].

Преимущество поведенческих, физио-
логических и биохимических параметров 
заключается в возможности наблюдать 
сублетальные эффекты, вызванные более 
низкими концентрациями фармакологиче-
ских веществ, которые невозможно пол-
ностью оценить с помощью тестов острой 
и хронической токсичности.

Активность плавания является чувстви-
тельным биомаркером воздействия хими-
ческих веществ на дафний, который легко 
наблюдать во время тестов. Этот параметр 
включает в себя гиперактивность, нормаль-
ную активность, угнетение активности, 
отсутствие способности плавать и непод-
вижность [23]. Т.к. у дафний поведенческие 
реакции контролируются нервной системой, 
воздействие нейротропных веществ приво-
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дит к изменению плавательной активности. 
Следовательно, эти зоогидробионты могут 
быть использованы в качестве биологиче-
ской модели для проверки эффективности 
нейротропных препаратов [25].

Дополнительные преимущества дафний 
для биотестирования также заключаются 
в удобстве их разведения в лабораторных 
условиях, генетической однородности син-
хронизированной культуры, коротком жиз-
ненном цикле и высокой чувствительности 
ко многим химическим веществам.

Наличие изученной холинергической 
медиаторной системы, а также одинако-
вое сродство холинорецепторов дафний 
и млекопитающих к неселективным холи-
ноблокаторам (ХБ) позволяет производить 
первичный отбор препаратов холинерги-
ческого типа действия на зоогидробионтах 
Daphnia magna Straus [16, 18]. При отравле-
нии дафний холинергическими агонистами 
защитное действие оказывают их антаго-
нисты [19, 20]. Под воздействием обрати-
мых ингибиторов ацетилхолинэстеразы 
(ОИ АХЭ) у дафний возникает атипичная 
двигательная гиперактивность, эквивалент-
ная выраженному судорожному состоянию 
у теплокровных животных, что позволя-
ет проводить первичный отбор потенци-
альных противосудорожных препаратов 
по критерию предотвращения наступления 
атипичной двигательной гиперактивности 
(АДГА) [3, 7, 12, 24].

При исследовании новых препаратов так-
же имеет значение тот факт, что для экспе-
риментов на дафниях требуется меньшее 
количество тестируемого вещества.

Целью настоящей работы являлся пер-
вичный фармакологический скрининг с ис-
пользованием биологического тест-объек-
та — зоогидробионтов Daphnia magna 
Straus для веществ холиноблокирующего 
типа действия и сравнительная оценка их 
специфической активности в эквитоксиче-
ских концентрациях.

Материалы и методы
Эксперименты были поставлены на зоо-

гидробионтах Daphnia magna Straus, выра-
щенных в лабораторных условиях в ФГБУ 
«НКЦТ им. С.Н. Голикова ФМБА России» 
в соответствии с требованиями международ-
ного стандарта по биотестированию воды 
[4]. В опытах использовалась синхронизи-
рованная культура дафний в возрасте 7 сут.

Биотестирование проводили в климато-
стате Р-2 (ООО «СФУ-Система», Россия) 
при температуре 20±1,0°С в лабораторных 
стаканчиках объёмом 20 мл. Стаканчики 
заполняли исследуемыми растворами. В ка-
ждую пробу помещали по 4 дафнии в воз-
расте 7 сут. Дафний отлавливали по одной 
особи автоматической пипеткой объёмом 
0,1 см3 из ёмкости с синхронизированной 
культурой. Внесённую вместе с дафниями 
воду в объёме 0,4 см3 учитывали при приго-
товлении разбавлений. Стаканчики с даф-
ниями помещали в климатостат. В ходе экс-
перимента дафний не кормили.

Для определения эффективной концент-
рации по предотвращению АДГА навеску 
тестируемого вещества растворяли в куль-
тивационной воде и разбавляли культива-
ционной водой до получения растворов 
с необходимой концентрацией. На первом 
этапе определяли порядок действующих 
концентраций, для этого приготавливали 
разведения в 10, 100, 1000 и т.д. раз, начиная 
с ½ ЛК50 (среднелетальная концентрация) 
тестируемого вещества. ЛК50 исследуемых 
фармакологических веществ были опреде- 
лены в предыдущем исследовании [12].

Далее в отобранном диапазоне концент-
раций приготавливали 4–6 разбавлений ХБ 
с интервалом 0,1 по логарифмической шка-
ле (по 3 параллельные пробы на каждую 
концентрацию). Виалы заполняли 9 мл ис-
следуемых растворов и помещали в каждую 
по 4 дафнии. Через 1 ч в каждую ёмкость 
добавляли по 1 мл обратимого ингибитора 
(ОИ) в концентрации, способной вызывать 
развитие АДГА у 100% зоогидробионтов 
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с минимальным процентом летальности. 
Для ОИ-8 эта концентрация составляла 
1,3 мг/л [12]. В качестве контроля исполь-
зовали 3 параллельные пробы с р-ром ОИ 
без добавления ХБ.

Через 24 и 48 ч в каждой пробе определяли 
количество выживших дафний и визуально 
фиксировали у них наличие или отсутст-
вие АДГА. Минимальную эффективную 
концентрацию по предотвращению АДГА 
(ЭК99) тестируемых холиноблокаторов рас-
считывали методом пробит-анализа. Затем 
определяли величину отношения ЛК50 
к ЭК99, которая характеризует «терапев-
тический» интервал действия препаратов 
и позволяет проводить сравнение их ак-
тивности. Каждый эксперимент повторяли 
трижды.

Для определения ИЗ приготавливали р-р 
холиноблокатора в концентрации 1/10 ЛК50. 
Виалы заполняли 1 мл исследуемого р-ра 
и помещали в них по 4 дафнии. Через 1 ч 
в каждую ёмкость добавляли по 9 мл р-ра 
ОИ в 5–10 концентрациях, возрастающих 
по логарифмической шкале, по 3 парал-
лельные пробы на каждую концентрацию. 
В качестве контроля использовали р-ры ОИ 
без добавления ХБ, по 3 параллельные про-
бы на каждую концентрацию.

Через 24 и 48 ч в каждой пробе отмеча-
ли число погибших и выживших дафний 
и определяли ЛК50 методом пробит-анализа 
с использованием таблиц, предложенных 
В.Б. Прозоровским [17]. Отношение величин 
ЛК50 обратимого ингибитора в присутствии 
и отсутствии тестируемого холиноблокатора 
определяет его индекс защиты (ИЗ). Каждый 
эксперимент повторяли трижды.

Результаты и их обсуждение
В табл. 1 представлены результаты экс-

перимента по определению значения ми-
нимальной эффективной концентрации 
по предотвращению АДГА холиноблока-
торов (ЭК99) при отравлении модельным 
холиномиметиком, который был отобран 

по результатам предыдущего исследова-
ния — ОИ-8 [12].

В соответствии с литературными данны-
ми и нашими экспериментальными наблю-
дениями при нахождении в водной среде 
в присутствии обратимого ингибитора 
ацетилхолинэстеразы у дафний развива-
ется состояние атипичной двигательной 
гиперактивности, выражающееся в виде 
хаотичных перемещений и резких подер-
гиваний и эквивалентное выраженному 
судорожному состоянию у теплокровных 
животных. Профилактическое внесение 
в среду препаратов с предположительным 
«противосудорожным» действием способ-
но предотвратить развитие АДГА у даф-
ний. Сравнение активности тестируемых 
препаратов проводили с неселективным 
М-холиноблокатором атропином, который 
является общепринятым антидотом при от-
равлении карбаматами [8].

Ранее было показано, что неселективный 
М-ХБ — глипин обладает самой высокой 
константой сродства к М-холинорецепторам 
(6,9×10-10–8,7×10-10 М), которая почти 
на порядок выше, чем у атропина [6, 13–
15]. В эксперименте по предотвращению 
наступления АДГА он проявил самую вы-
сокую активность среди всех обследован-
ных препаратов. При этом только у глипина 
длительность эффекта продолжалась также 
на вторые сутки.

Карамифен, обладающий М-холинобло-
кирующим и NMDA-блокирующим действи-
ем, также превосходил атропин по «противо-
судорожной» активности, что подтверждается 
в экспериментах на теплокровных животных 
при моделировании тяжелого отравления фе-
нилкарбаматом [9].

Препарат бенактизин — центральный 
М-ХБ — входил в состав первого советского 
антидота фосфорорганических отравляющих 
веществ (ФОВ) — сафолен [10]. В исследова-
нии на дафниях он предотвращал наступле-
ние АДГА практически в два раза эффектив-
нее, чем препарат сравнения атропин.



47БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 1 | 43–51

Бондаренко А.А., Горчакова Т.Л., Беспалов А.Я., Прокопенко Л.И., Шабанов П.Д.  
«Фармакологический скрининг препаратов холинергического типа действия  

с использованием биологического тест-объекта — зоогидробионтов Daphnia magna Straus»

Таблица 1. Результаты определения ЭК99 холиноблокаторов при отравлении ОИ-8, экспозиция 24 ч
Table 1. Determination of EC99 of anticholinergic drugs with OI-8 poisoning, exposure 24 h

Препарат ЛК50, мг/л

(M±m)

ЭК99, мг/л

(M±m)

ЛК50/

ЭК99

Глипин гидрохлорид 36,3±13,0 0,021±0,0047 1728,6

8-Methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl cyclopentyl (hydroxy) phenylacetate 97,7±18,1 0,42±0,093 232,6

Карамифен 181,3±47,3 0,84±0,19 215,8

Бенактизин (Амизил) 776,0±144,0 8,38±1,86 92,6

(4-Benzhydryloxy-but-2-ynyl)-diethyl-amine 18,1±4,7 0,21±0,05 86,2

Атропин 144,0±51,0 2,65±0,59 54,3

Амедин 105,5±23,4 2,10±0,47 50,2

Циклозил гидрохлорид 159,5±46,7 3,33±0,74 47,9

Хлорозил 464,0±172,0 10,55±2,34 44,0

Пентифин гидрохлорид 9,1±0,2 0,21±0,05 43,3

Диферидин гидрохлорид 362,0±94,0 12,1±2,10 29,9

Апрофен гидрохлорид 79,9±24,4 4,2±0,93 19,0

1-Cyclopentyl-1-phenyl-4-(1-pyrrolidinyl)-2-butyn-1-ol 36,2±9,4 4,2±0,93 8,6

Трибутам гидрохлорид 721,0±188,0 96,52±21,90 7,5

Педифен гидрохлорид 8,0±0,3 1,67±0,37 4,8

Примечание: ЛК50 — среднелетальная концентрация; ЭК99 — минимальная эффективная концентрация по пре-
дотвращению АДГА; ЛК50/ЭК99 — «терапевтический» интервал действия препаратов. Концентрации опреде-
ляли методом пробит-анализа.
Note: ЛК50 — median lethal concentration; ЭК99 — minimum effective concentration by AMHA prevention;  
ЛК50/ЭК99 — “therapeutic” drug action interval. Concentrations were determined by the method of probit analysis.

Таблица 2. Результаты определения индекса защиты холиноблокаторов при отравлении ОИ-8 (ЛК50=7,1±2,3 мг/л), 
экспозиция 24 ч
Table 2. Determination of the protective index of anticholinergic drugs with OI-8 poisoning (LC50=7.1±2.3 mg/l), exposure 24h

Препарат ЛК50 опыт, мг/л 
(M±m)

ИЗ 
(ЛК50 опыт/ЛК50 контроль)

Глипин гидрохлорид 56,8±18,2 8,0

(4-Benzhydryloxy-but-2-ynyl)-diethyl-amine 42,6±12,8 6,0

Атропин 34,8±9,7 4,9

Пентифин гидрохлорид 27,0±8,4 3,8

Амедин 14,0±4,5 2,0

Апрофен гидрохлорид 14,5±4,2 2,0

1-Cyclopentyl-1-phenyl-4-(1-pyrrolidinyl)-2-butyn-1-ol 14,0±4,4 2,0

Карамифен 14,2±4,1 2,0

Педифен гидрохлорид 13,9±4,2 2,0

Трибутам гидрохлорид 14,0±4,0 2,0

Хлорозил 14,5±4,6 2,0

Диферидин гидрохлорид 7,4±2,2 1,0

Циклозил гидрохлорид 7,9±2,1 1,0

Бенактизин (Амизил) 6,3±2,0 <1,0

8-Methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl cyclopentyl (hydroxy) phenylacetate 4,7±1,5 <1,0

Примечание: ЛК50 опыт — среднелетальная концентрация ОИ в присутствии тестируемого ХБ; ИЗ — индекс 
защиты. Концентрации определяли методом пробит-анализа.
Note: ЛК50 опыт — median lethal concentration of OI in the presence of the tested AD; ИЗ — protective index. 
Concentrations were determined by the method of probit analysis.
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Центральные М-ХБ амедин, циклозил, 
пентифин и периферический М-ХБ хлоро-
зил по «противосудорожной» активности 
на дафниях сопоставимы с атропином. Эти 
препараты также входили в состав разрабо-
танных ранее антидотов ФОВ [1, 11].

В табл. 2 представлены результаты опре-
деления индекса защиты холиноблокаторов 
при отравлении ОИ-8.

Представленные результаты свидетель-
ствуют, что два препарата из четырнад-
цати — глипин и (4-Benzhydryloxy-but-
2-ynyl)-diethyl-amine — имеют ИЗ выше, 
чем у атропина. Защитный эффект пенти-
фина сопоставим с действием атропина. 
Препараты амедин, апрофен гидрохлорид, 
1-Cyclopentyl-1-phenyl-4-(1-pyrrolidinyl)-
2-butyn-1-ol, карамифен, педифен гидро-
хлорид, трибутам гидрохлорид и хлорозил 
в эквитоксических концентрациях оказы-
вают одинаковое защитное действие, ко-
торое в 2–2,5 раза меньше, чем у атропина. 
Холиноблокаторы бенактизин и 8-Methyl-
8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl cyclopentyl 
(hydroxy) phenylacetate защитного действия 
при отравлении обратимым ингибитором 
не оказывают.

Выводы
Защитное действие М-ХБ при отравле-

нии антихолинэстеразными веществами за-
висит от их способности блокировать пост-
синаптические М-холинорецепторы. Ранее 
было показано, что неселективный М-ХБ 
глипин обладает самой высокой констан-
той сродства к М-холинорецепторам, кото-
рая почти на порядок выше, чем у атропина, 
а сродство к М-холинорецепторам пенти-
фина сопоставимо с атропином.

Из представленных в табл. 1 и 2 данных 
следует, что глипин имеет максимальный 
индекс защиты при отравлении обратимым 
ингибитором ОИ-8 и проявляет макси-

мальную активность по предотвращению 
АДГА. При этом эффективность пенти-
фина в проводимых тестах сопоставима 
с атропином. Эффект препаратов в тесте 
по предотвращению наступления АДГА 
определяется взаимодействием нескольких 
медиаторных систем, что объясняет отсут-
ствие корреляционной зависимости между 
защитным и «противосудорожным» дей-
ствием. Препараты мультитаргетного типа 
действия, такие как М-холино- и NMDA-
блокатор карамифен, могут быть доста-
точно эффективны в тесте предупрежде-
ния АДГА у дафний и слабо эффективны 
при защите зоогидробионтов от гибели. 
Очевидно, для предотвращения необосно-
ванного исключения перспективных препа-
ратов при проведении первичного фармако-
логического скрининга холиноблокаторов 
следует проводить оба теста: по предупре-
ждению АДГА и предотвращению гибели 
дафний.

На основании представленных результа-
тов в перечень перспективных кандидатов 
для исследования на теплокровных, спе-
цифическая активность которых сопоста-
вима или превосходит эффект атропина, 
попали все отобранные ранее в экспери-
ментах на животных ХБ. Интерес для даль-
нейшего исследования специфической 
активности на млекопитающих представ-
ляет ацетиленовое производное, препарат 
(4-Benzhydryloxy-but-2-ynyl)-diethyl-amine, 
защитное и «противосудорожное» дейст-
вие которого превосходит эффекты атропи-
на. Этот ХБ, в отличие от остальных обсле-
дованных препаратов, оказывает защитное 
действие и на вторые сутки наблюдения.

Проведённое исследование подтвержда-
ет правомерность и перспективность пер-
вичного фармакологического отбора пре-
паратов холинергического типа действия 
на зоогидробионтах Daphnia magna Straus.
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