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Понятие синергизм (от греч. synergos – 
вместе действующий) представляет собой 
взаимодействие двух или более факторов, ха-
рактеризующееся тем, что их действие суще-
ственно превосходит эффект каждого отдель-
ного компонента в виде их простой суммы [1]. 
В химии синергистами называют вещества, 
действующие таким образом, что активность 
их смеси превышает сумму активностей ком-
понентов [2].

С древних времён известно проявление 
синергизма биологически активными соедине-
ниями. Например, при составлении лечебных 
сборов из трав наши предки учитывали, какие 
из них усиливают терапевтические свойства 
друг друга. В настоящее время в аннотации к 
любому лекарственному препарату указывает-
ся его совместимость с другими лекарственны-
ми препаратами. Особенно важно учитывать 
синергизм лекарственных препаратов, кото-

рые необходимо принимать пожизненно, на-
пример, для пациентов, страдающих болезнью 
Альцгеймера. 

Известны случаи, когда совместный эф-
фект ксенобиотиков существенно ниже суммы 
эффектов каждого из веществ вплоть до пол-
ного устранения эффектов. Классификация 
синергизма приведена в таблице 1.

Явление синергизма лежит в основе раз-
работки медицинских средств защиты: анти-
дотов и лечебных препаратов при терапии от-
равлений. 

Для решения проблемы загрязнения окру-
жающей среды, прежде всего воды и продук-
тов сельского хозяйства, необходимо не только 
использовать чувствительные методы опреде-
ления конкретных биологически активных со-
единений, но и учитывать возможность прояв-
ления ими потенцирующего синергизма. По-
тенцирующий синергизм проявляют многие 

ОбЕСпЕчЕНИЕ экОлОгИчЕСкОй бЕзОпАСНОСТИ

Таблица 1
Классификация синергизма по [3]

Аддитивный синергизм Совместный эффект ксенобиотиков А и В равен сумме эффектов 
каждого из веществ. Вещества имеют либо близкую структуру, либо 
одинаковый механизм действия

Потенцирующий синергизм Совместный эффект ксенобиотиков А и В больше суммы эффектов 
каждого из веществ. Вещества имеют различные механизмы действия

Антагонизм Совместный эффект ксенобиотиков А и В существенно ниже суммы 
эффектов каждого из веществ вплоть до полного устранения эффектов
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биологически активные соединения, в том чис-
ле и фосфорорганические токсиканты.

В данном обзоре рассмотрены примеры 
проявления потенцирующего синергизма не-
которыми соединениями антихолинэстераз-
ного действия и известные из литературных 
источников механизмы их воздействия на 
ферменты класса холинэстераз прежде всего 
с точки зрения перспективности использо-
вания феномена синергизма для повышения 
чувствительности методов определения соеди-
нений антихолинэстеразного действия.

В соответствии с «Правилами номенкла-
туры ферментов», опубликованными в 1972 
году Комиссией по номенклатуре биохими-
ческих соединений Международного союза 
теоретической и прикладной химии (IUPAC), 
холинэстеразы относятся к классу гидролаз. 
Холинэстеразы, преимущественно гидро-
лизующие ацетилхолин, по номенклатуре 
ферментов получили название ацетилхолин-
ацетилгидролаза (КФ 3.1.1.7). Однако в 
научной литературе чаще используют его 
тривиальное название ацетилхолинэстераза. 
Гидролазы, преимущественно гидролизующие 
холиновые эфиры других карбоновых кислот 
(пропионилхолин, бутирилхолин и др.), по 
номенклатуре ферментов получили название 
ацилхолин-ацилгидролаза (КФ 3.1.1.8); триви-
альное название холинэстераза. В данном обзоре 
используются тривиальные названия ацетилхо-
линэстераза (АХЭ) и холинэстераза (ХЭ).

потенцирующий синергизм соединений 
антихолинэстеразного действия

В качестве примера следует привести 
двойное ингибирующее действие in vitro 
экстрактов чая Camellia sinensis L. на холи-
нэстеразу (ХЭ) и β–секретазу [4]. Показано, 
что экстракты зелёного и чёрного чая данного 
вида ингибировали АХЭ человека на 50% 
при концентрации 0,03 и 0,06 мг/мл соот-
ветственно, а также бутирилхолинэстеразу 
(БХЭ) человека – на 50% при концентрации 
0,05 мг/мл для каждого вида чая. Зелёный 
чай при конечной концентрации 0,03 мг/мл 
ингибировал β-секретазу на 38%. Столь вы-
сокую ингибирующую способность экстракта 
чая по отношению к ХЭ и β-сектретазе авторы 
объясняют содержанием в чае биологически 
активных соединений, являющихся синерги-
стами. Выявленные зависимости авторы [4] 
предлагают использовать для лечения болез-
ни Альцгеймера, поскольку первичная цель 
лицензионных лекарств для лечения болезни 

Альцгеймера как ингибирование АХЭ, так и 
защита от амилоидоза.

Антихолинэстеразную активность про-
являют многие инсектициды, используемые 
в сельском хозяйстве, в том числе фосфорор-
ганические инсектициды (ФОИ) и карбама-
ты. Бесконтрольное применение пестицидов 
и других биологически активных соединений 
приводит к серьёзным экологическим послед-
ствиям.

Экологические нарушения приводят к ре-
альному содержанию в почве, воде и продук-
тах сельского хозяйства смесей вместо инди-
видуальных пестицидов. Известны примеры 
проявления синергизма ФОИ и карбаматами 
[5] при совместном воздействии на ХЭ.

Так, исследования in vivo на крысах на 
примере смеси из пяти ФОИ (хлопирифоса, 
диазинона, диметоата, ацефата и малатиона) 
показали проявление ими синергизма [5]. 

Для построения модели аддитивности 
авторы предварительно исследовали ха-
рактеристики отклика крыс на дозы инди-
видуального ФОИ. Оценивали в качестве 
отклика поведение крыс при воздействии 
определённых доз индивидуального ФОИ 
(сердечная деятельность, счёт походки и др.). 
При воздействии орально летальной дозы 
оценивали активность АХЭ мозга и крови. 
Данные исследования были статистически 
оценены для построения модели аддитив-
ности. Построенная модель аддитивности 
использовалась для предсказания эффекта 
воздействия смеси ФОИ на подопытных 
крыс в интервалах концентраций 10–450 
мг/кг и 1,75–78,8 мг/кг. Аналогично была 
построена модель аддитивности для опытных 
смесей ФОИ с целью сравнения с полученной 
ранее моделью для индивидуального ФОИ. 
Анализ модели аддитивности смеси из пяти 
ФОС показал существенное отклонение от 
аддитивности для всех откликов. Так, по-
тенцирующий синергизм наблюдался и при 
более низких дозах в смеси из ФОИ, которые 
при индивидуальном воздействии вовсе не 
влияли на отклик крысы. Кроме того, эф-
фективные дозы ФОИ (LD

20
, LD

50
) для АХЭ 

мозга и сердечной деятельности составляли 
приблизительно половину той, которая пред-
сказана моделью аддитивности [5]. 

Проявление синергизма ФОИ установлено 
in vivo и по отношению к рыбе Gambusia yu-
catana [6]. В указанной работе представлены 
результаты исследования влияния в естествен-
ных условиях коммерческих ФОИ хлорпири-
фоса, карбофурана и глифосата на ХЭ, глута-
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тион S-трансферазу и лактат дегидрогиназу 
рыбы G. yucatana, выбранных в качестве био-
маркеров. На первой стадии изучения актив-
ности ХЭ головы и мышцы с использованием 
различных субстратов тиохолиновых эфиров 
карбоновых кислот, а также ряда селективных 
ингибиторов было установлено, что в голове 
и мышцах G. yucatana главным образом со-
держится АХЭ. Рыбу подвергали воздействию 
как индивидуальными ФОИ (хлорпирифосом 
и глифосатом), так и их смесью. Установлено 
проявление потенцирующего синергизма 
смесью хлорпирифоса и глифосата по отноше-
нию к G. yucatana. Механизм этого феномена 
авторами работы не предложен.

Высокую чувствительность ХЭ рыбы G. 
yucatana предложено использовать в качестве 
биомаркера для диагностики наличия в воде 
пестицидов, обладающих антихолинэстераз-
ным действием [6]. 

Потенцирующий синергизм некоторых 
фосфорорганических пестицидов и карба-
матами установлен по отношению к АХЭ 
насекомых, в частности к АХЭ моли дикого 
яблока [7]. 

Известны примеры проявления синер-
гизма ФОИ и по отношению к человеку. Так, 
совместное воздействие хлорпирифоса и ни-
котина ведёт к патологии для ребёнка в утробе 
матери [8]. 

Существенное проявление синергизма 
фосфорорганическими соединениями анти-
холинэстразного действия установлено в 
присутствии некоторых гетероциклических 
соединений [9, 10]. Так, усиление синерги-
ческого влияния на скорость взаимодействия 
АХЭ с ФОИ достигается в присутствии об-
ратимых ингибиторов d-тубокурарина и 
галламина [10].

В таблице 2 приведены результаты исследо-
вания влияния ряда гетероциклических обрати-
мых ингибиторов на скорость взаимодействия 
АХЭ мыши с О,О-диэтил-О-(4-нитрофенил)
фосфатом (параоксоном) [10].

Из представленных в таблице 2 данных 
следует, что наибольшее увеличение скорости 

взаимодействия АХЭ с параоксоном более 
чем на порядок наблюдается в присутствии 
d-тубокурарина.

Механизм проявления синергизма ФОИ 
параоксоном в присутствии обратимых инги-
биторов, приведённых в таблице 2, установ-
лен на основе современных представлений о 
структуре активного центра АХЭ.

Исследованиями методом рентгенострук-
турного анализа ацетилхолинэстераз из ряда 
природных источников показано, что актив-
ный центр (АЦ) расположен на внутренней 
поверхности глобулы фермента в канале глу-
биной примерно 20 Å. Каталитический гидро-
лиз субстрата ацетилхолина (АХ) осущест-
вляется с участием каталитической триады 
His-447, Glu-334, Ser-203 (для млекопитаю-
щих), расположенной на «дне» AЦ. Каталити-
ческая триада окружена структурными участ-
ками полипептидной цепи АЦ, важными для 
каталитической активности: это участок аци-
лирования (А-участок), в его состав входят 
аминокислотные остатки Phe-295, Phe-297, 
Phe-338, и участок связывания триметила-
миногруппы АХ (Trp-86 и Tyr-337) [11, 12]. 
У входа в АЦ на расстоянии 12–15 Å от ката-
литической триады расположен аллостериче-
ский участок. Этот участок упоминается в ли-
тературе как анионный периферический уча-
сток (Р-участок) [12]. P-участок вносит вклад 
в каталитическую эффективность фермента 
кратковременным селективным связывани-
ем субстрата на его пути к A-участку, в кото-
ром осуществляется биокатализ гидролиза АХ 
с участием каталитической триады His-447, 
Glu-334, Ser-203 [12].

В основе необратимого ингибирования хо-
линэстераз фосфорорганическими токсикан-
тами лежит реакция фосфорилирования ги-
дроксильной группы Ser каталитической три-
ады АЦ по механизму нуклеофильного заме-
щения у атома фосфора фосфорильной группы 
молекулы ингибитора, что приводит к разру-
шению каталитической триады и потере фер-
ментом каталитической активности к субстра-
ту [11, 12].
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Таблица 2
Значения отношения констант скорости первого порядка ингибирования АХЭ мыши параоксоном  

в присутствии (kA) и отсутствии (k) гетероциклического обратимого ингибитора [10]

Название гетероциклического соединения k
А/

k

d-Тубокурарин 12,8

Галламин 4,0

Пропидиум 2,5
Атропин 1,0
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И конкурентные фосфорорганические ин-
гибиторы, и обратимые ингибиторы специфич-
но связываются на первом этапе с Р-участком 
с образованием соответствующих комплексов 
с последующим перемещением необратимых 
ингибиторов к А-участку. Следовательно, кон-
курентные фосфорорганические ингибиторы 
и обратимые ингибиторы, специфично свя-
зывающиеся с Р-участком, взаимодействуют 
с АХЭ по различным механизмам. И именно 
в их совместном присутствии в Р-участке 
следует ожидать проявление синергизма по 
отношению к АХЭ.

Таким образом, данные об увеличении 
скорости ингибирования АХЭ мыши пара-
оксоном в присутствии обратимых ингибито-
ров, приведённых в таблице 2, согласуются с 
данными о потенцирующем синергизме из ра-
нее приведённой классификации синергизма.

Для объяснения механизма проявления 
синергизма ФОИ в присутствии гетероцикли-
ческих ингибиторов, представленных в табли-
це 2, предложена гипотеза, согласно которой 
их связывание с Р-участком ведёт к измене-
нию конформации каталитического участка 
АХЭ, что, в свою очередь, ведёт к увеличению 
скорости фосфорилирования Ser-203 катали-
тической триады [10]. Изменение конформа-
ции, в частности, проявляется через ориента-
цию уходящей группы ФОИ в его комплексе 
с АХЭ, благоприятную для её гидролиза. Дан-
ная гипотеза предусматривает конформацион-
ное взаимодействие между A-участком актив-
ного центра и P-участком АХЭ [10].

С целью подтверждения данной гипотезы 
проведены исследования с применением ме-
тода флуоресцентного зондирования активно-
го центра рекомбинантной АХЭ эритроцитов 
человека. В качестве флуоресцентного зонда 
использовали обратимый флуорогенный ин-
гибитор тиофлавин Т (THT), интенсивность 
флуоресценции которого возрастает более чем 
в 1000 раз на длине волны 490 нм при возбуж-
дении длиной волны 448 нм в результате свя-

зывания с Р-участком АХЭ [13]. Структур-
ная формула THT представлена на рисунке 1.

THT относится к группе индикаторов «мо-
лекулярные роторы». Интенсивность флуорес-
ценции индикаторов «молекулярные роторы» 
зависит от полярности растворителя: с увели-
чением его полярности интенсивность флуо-
ресценции возрастает, что объясняется сниже-
нием торсионной подвижности в средах с вы-
сокой полярностью в результате сольватации 
молекулы [14].

Увеличение интенсивности флуоресцен-
ции THT при связывании с P-участком ак-
тивного центра АХЭ можно объяснить замед-
лением взаимного вращения бензтиазольного 
и аминобензольного колец относительно друг 
друга в молекуле THT вокруг оси, обозначен-
ной на рисунке 2 цифрами 2–3 и 6–7, в резуль-
тате комплементарного соответствия функцио-
нальных групп THT и полипептида Р-участка 
АХЭ. При этом достигается планарность моле-
кулы THT, фиксируется система сопряжён-
ных связей и достигается повышение интен-
сивности флуоресценции [13]. 

При добавлении хлорида этил-(3-ги-
дроксифенил)диметиламмония (ЭД), селек-
тивно взаимодействующего с А-участком, к 
раствору комплекса АХЭ с ТНТ наблюдается 
существенное снижение интенсивности флуо-
ресценции. Например, при концентрации ЭД 1 
мкМ интенсивность флуоресценции раствора, 
содержащего АХЭ (182±20 нМ) и ТНТ (1 μМ), 
интенсивность флуоресценции снижается на 
58%. При этом ЭД селективно связывается 
с A-участком с образованием тройного ком-
плекса [13].

Снижение интенсивности флуоресценции 
комплекса АХЭ с THT в присутствии ЭД, оче-
видно, обусловлено увеличением торсионной 
подвижности связанной молекулы THT, что 
можно объяснить изменением локальной кон-
формации P-участка [13].

Предложенное объяснение механизма по-
тенцирующего синергизма, проявляющегося в 
существенном увеличении скорости фосфори-
лирования АХЭ в присутствии гетероцикличе-
ских обратимых ингибиторов d-тубокурарина и 
галламина [10], подтверждается результатами 
рентгеноструктурных исследований комплек-
са THT с АХЭ рыбы Torpedo сalifornica [15]. 
На рисунке 2 приведён кадр распределения 
электронной плотности в комплексе THT-АХЭ.

Из приведённого кадра видно, что моле-
кула THT планарна и расположена в преде-
лах P-участка, осуществляя несвязывающее 
взаимодействие с ароматическими участками 
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Рис. 1. Структурная формула тиофлавина Т [14]
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полипептидной цепи активного центра АХЭ. 
Все участки полипептидной цепи комплекса 
THT-АХЭ соответствуют их конфигурации 
активного центра в природном ферменте в 
отсутствии THT, и молекула последнего за-
нимает пространство в пределах АЦ, которое 
ранее было занято четырьмя молекулами воды 
[15]. При этом бензтиазольное кольцо THT 
расположено напротив Trp-279, а диметила-
минофенильное кольцо практически планарно 
фенильной группе Phe-330 и расположено от 
него на расстоянии 3,5 Å. Также имеют место 
взаимодействия диметиламинофенильного 
кольца THT с Tyr-121 на расстоянии 3.2 Å и 
взаимодействие бензтиазольного кольца THT 
с Tyr-70 и Tyr-334 на расстоянии 3,4 и 3,7 Å 
соответственно. Именно достижение такой 
устойчивой планарности и обеспечивает столь 
высокую интенсивность флуоресценции ком-
плекса THT-AХЭ.

На рисунке 3 представлен кадр распреде-
ления электронной плотности в тройном ком-
плексе THT-AХЭ-ЭД [15]. 

Если участок полипептидной цепи фер-
мента, в который включён Phe-330, в ком-
плексе THT-АХЭ аналогичен конформации 
в природной AХЭ и планарен с диметила-
минофенильной группой THT, то Phe-330 
в структуре тройного комплекса THT-AХЭ-
ЭД повернут примерно на 1150 от позиции в 
природном ферменте. Как видно из рисунка 
3, такая позиция Phe-330 создавала бы его 
столкновение с ближайшим кольцом THT, 
если бы последний занимал ту же позицию, 
что и в комплексе THT-AХЭ. Следовательно, 
фенильное кольцо Phe-330 не может занять 
ту же позицию в предполагаемом тройном 
комплексе THT-AХЭ-ЭД и должно вращаться. 
Это вращение может разрешить некоторую ре-
лаксацию строгой планарности ароматических 

колец связанного THT, что и приводит к ча-
стичному тушению флуоресценции THT в со-
ставе комплекса THT-AХЭ-ЭД. Следователь-
но, ключевую роль в тушении флуоресценции 
комплекса THT-AХЭ в присутствии лиганда, 
связывающегося с А-участком, играет остаток 
Phe-330, вовлечённый во взаимодействие THT 
с АХЭ [15].

Таким образом, приведённые рентгено-
структурные исследования подтверждают ме-
ханизм синергического действия приведённых 
выше гетероциклических обратимых ингибито-
ров на скорость ацилирования Ser 203 активно-
го центра АХЭ, предусматривающий взаимное 
конформационное взаимодействие А-участка 
активного центра и Р-участка фермента.

Результаты анализа литературных данных 
синергизма ксенобиотиков использованы для 
разработки и предложения экспресс-способа 
определения активности АХЭ эритроцитов 
крови человека на основе увеличения интен-
сивности флуоресценции ТНТ в присутствии 
этого фермента [16], а также высокочувстви-
тельного способа определения фосфороргани-
ческих токсикантов на основе синергического 
эффекта влияния галламина на скорость фос-
форилирования ацетилхолинэстеразы [16]. 

заключение

На производстве, в быту или в природных 
условиях на человека, как правило, одновре-
менно действует большое количество хими-
ческих веществ. Поскольку существует явле-
ние синергизма, практически никогда эффект 
такого действия не является простой суммой 
эффектов, наблюдаемых при изолированном 
воздействии каждого из токсикантов в отдель-
ности. Это существенно затрудняет нормиро-
вание химических воздействий (определение 
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Рис. 2. Кадр распределения электронной 
плотности в двойном комплексе THT-АХЭ [15]

Рис. 3. Кадр распределения электронной 
плотности в тройном комплексе THT-АХЭ-ЭД [15]
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ПДК и т.д.) и вообще снижает ценность ток-
сикометрических данных, полученных при-
менительно к одному токсиканту, для приня-
тия экспертных решений. Явление синергиз-
ма – одна из основных причин значительной 
неопределённости суждений при оценке ри-
ска, связанного с действием вредных факто-
ров на организм, популяцию, экосистему [3].

Таким образом, анализ литературных дан-
ных о проявлении синергизма многими био-
логически активными соединениями позволя-
ет сделать заключение о том, что потенцирую-
щий синергизм ксенобиотиков является нега-
тивным фактором в системе обеспечения без-
опасности окружающей среды.
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