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Органические загрязнители водных объектов 
в большинстве своём представлены липофиль-
ными ксенобиотиками. В связи с этим они спо-
собны легко проникать через клеточные мемб-
раны жабр, кожи, органов пищеварительной си-
стемы, что обуславливает их высокую биодос-
тупность для рыб. Последующая судьба и био-
логические эффекты чужеродных соединений в 
значительной степени зависят от возможности 
их включения в процесс биотрансформации. 
Биотрансформация липофильных соединений 
состоит из двух фаз. В первой фазе (phase I), ок-
сидативной, главная роль принадлежит оксиге-
назным системам, которые, окисляя гидрофоб-
ные молекулы ксенобиотика, увеличивают его 
водорастворимость. Во второй фазе (phase II) 
продукты оксигеназных реакций коньюгируют с 
различными водорастворимыми эндогенными 
соединениями посредством трансфераз (и неко-
торых других групп ферментов) и удаляются 
экскреторными органами (Di Giulio et al., 1995). 

Биотрансформация ксенобиотиков является 
функциональным звеном более общего процесса в 
живой системе – увеличения полярности окисляе-
мых молекул, по этому пути происходит превра-
щение гидрофобных эндогенных соединений (сте-
роидов, длинноцепочечных жирных кислот и др.). 
Поэтому оксигеназы также получили название 
«оксидазы смешанных функций». Универсальной 
оксидазой, обнаруженной у представителей жи-
вотного, растительного и бактериального миров, 
является цитохром Р450 (Арчаков, 1983). К насто-
ящему времени выделено множество его форм 
(Kadlubar, Kadlubar, 2010). Известно, что Р450-со-
держащие ферментные системы обладают выра-
женной субстратной специфичностью, хотя неко-
торые из них трансформируют относительно ши-
рокий спектр субстратов (Katagi, 2010). 

Возможно, никаким другим монооксигеназам 
не было уделено такого большого внимания как 
подсемейству CYP1A-содержащих оксигеназ 
(cytochrome P450 family 1 subfamily A), так как 
оно играет ключевую роль в биотрансформации 
планарных галогенированных и полицикличес-
ких ароматических углеводородов, а также стру-
ктурно сходных соединений. Попадая в организм 
рыб, эти ксенобитики вызывают индукцию 
CYP1A, которая проявляется в повышении ак-
тивности этоксирезоруфин-О-диэтилазы (ЭРОД) 
(Sarasquete, Segner, 2000). 

ЭРОД, как и остальные Р450-содержащие 
ферменты, является мембраноассоциированным 
белком эндоплазматического ретикулума. Мо-
нооксигеназная система ЭПР, вероятно, состоит 
из трёх компонентов: НАДФН-специфичный 
протеид, цитохром b5 и цитохром Р450 (Арча-
ков, 1983). 

На субклеточном уровне наибольшая ЭРОД-
активность отмечается в микросомальной фрак-
ции. На клеточно-тканевом – максимальную ин-
дукцию CYP1A демонстрирует эндотелий 
(Smolowitz et al., 1991; Stegeman et al., 1991). На 
уровне органов и их систем в организме рыб 
CYP1A-содержащие ферменты концентрируют-
ся главным образом в печени, но они обнаруже-
ны также в почках, селезёнке, жабрах, коже, пи-
щеварительном тракте, коре надпочечников, 
сердце, гонадах, обонятельной системе, мозге, 
красной мускулатуре (Di Giulio et al., 1995; 
Sarasquete, Segner, 2000). 

Ксенобиотики вызывают индукцию фермен-
тов-трансформаторов, активируя транскрипцию 
генов. Обычно ксенобиотик считают индукто-
ром, если он активирует ядерный рецептор, тем 
самым вызывая увеличение экспрессии генов-
мишеней этого рецептора. В неактивированном 
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состоянии арил-углеводородный рецептор (AhR) 
находится в цитоплазме, в комплексе с димером 
БТШ 90, кошапероном р23, иммунофилин-по-
добным белком, называемым белком, взаимодей-
ствующим с AhR (AIP, известный также как 
ARA9 или XAP2). Во время активации этого 
комплекса лигандом Ah-рецептор отделяется и 
перемещается к ядру, где образует гетеромер с 
AhR-ядерным переносчиком (ARNT). AhR-
ARNT гетеродимеры связываются с ДНК-после-
довательностями в 5′-регуляторных областях ге-
нов-мишеней и взаимодействуют с различными 
коактиваторами, корепрессорами, и (или) основ-
ными факторами транскрипции, определяя таким 
образом скорость транскрипции генов. Последо-
вательности ДНК, которые связываются с AhR-
ARNT, называют элементами, способными реа-
гировать с ксенобиотиками (xenobiotic-responsive 
elements, XRE) (Ripp, 2008). 

Немало усилий было затрачено для опреде-
ления потенциальных индукторов CYP1A. В ча-
стности QSAR-модели (quantitative structure-
activity relationship models), или модели количе-
ственного отношения «структуры – активно-
сти», основанные на понимании того, что хими-
ческая структура соединения коррелирует с оп-
ределённым процессом, таким как биологичес-
кая активность (или химическая активность), а 
также анализы конкурентного связывания 
(competitive binding assays) с использованием 
меченых лигандов. В результате этих исследо-
ваний, например, были установлены молекуляр-
ные размеры потенциальных лигандов: 12Å × 
14Å × 5Å (Whyte et al., 2000). 

Индукторами CYP1A являются несколько 
классов химических соединений. Полихлориро-
ванные дибензо-п-диоксины (ПХДД) и полихло-
рированные дибензофураны (ПХДФ) – планар-
ные хлорированные углеводороды, которые ши-
роко распространены в окружающей среде. Эти 
два класса представлены 75 и 135 конгенерами, 
соответственно. Наиболее хорошо изученный в 
этой группе 2,3,7,8-ТХДД – одно из наиболее то-
ксичных соединений, когда-либо произведённых 
человеком, и наиболее сильный индуктор. Ещё 
одна группа хлорированных углеводородов, вы-
зывающая индукцию CYP1A – это полихлориро-
ванные бифенилы (ПХБ), представленные 209 
конгенерами. Снятые с производства во многих 
странах, они и по сей день циркулируют в при-
родной среде благодаря своей устойчивости и 
способности к биоаккумуляции. Сильными инду-
кторами среди конгенеров являются ПХБ 77 
(3,3′,4,4′-тетрахлоробифенил), ПХБ 126 

(3,3′,4,4′,5-пентахлоробифенил), ПХБ 169 
(3,3′,4,4′,5,5′-гексахлоробифенил). Полибромиро-
ванные бифенилы (ПББ) являются структурными 
гомологами ПХБ и представлены тем же числом 
конгенеров. Этот класс соединений исследован 
значительно меньше в контексте индукции 
CYP1A. То же самое можно сказать и о полихло-
рированных терфенилах. Хорошо изученными 
индукторами ЭРОД-активности являются поли-
ароматические углеводороды. Несмотря на то, 
что существуют естественные источники поступ-
ления ПАУ в среду, загрязнение водных экоси-
стем происходит в основном по вине человека. 
Индукция ЭРОД химическими соединениями 
этого класса характеризуется очень сильными 
межвидовыми различиями. AhR-лигандами явля-
ются и хлорорганические пестициды. Рыбы, от-
ловленные в водоёмах, имеющих связь с сельско-
хозяйственными землями, демонстрируют повы-
шенные уровни ЭРОД. Такой класс загрязните-
лей как тяжёлые металлы не обладает характери-
стиками потенциальных индукторов CYP1A, од-
нако установлено, что некоторые металлы могут 
изменять степень активности ЭРОД, индуциро-
ванной AhR-лигандами. Кадмий может повы-
шать активность, индуцированную ПАУ, а медь 
– понижать. Биотоксины, такие как бревитоксин, 
имеют некоторую способность вызывать индук-
цию CYP1A-ферментных систем у рыб. 
Pytochodiscus brevis, относящийся к динофлаге-
лятам, продуцирует этот липофильный нейроток-
син в больших количествах во время «цветения» 
(Whyte et al., 2000). 

Одним из основных достоинств ЭРОД-анали-
за в целях биомониторинга является его способ-
ность указывать на воздействие многокомпо-
нентных химических смесей, как, например, 
стоки целлюлозно-бумажного производства. 
Индуцированная ЭРОД-активность отловлен-
ной «в природе» рыбы может быть использова-
на для индикации присутствия AhR-лигандов, 
что позволит исключить дорогостоящие анали-
зы тканей, воды и донных отложений. Понима-
ние существующих ограничений используемого 
в мониторинге инструмента даст возможность 
надлежащим образом трактовать результаты 
(Whyte et al., 2000). 

Многие индукторы могут быть и ингибито-
рами CYP1A-индукции (при очень высоких кон-
центрациях). В случаях, когда есть подозрение 
на ингибирование ЭРОД-активности уместно 
использовать в качестве метода оценки воздей-
ствия контаминантов измерение CYP1A-белка 
или м-РНК (Sarasquete, Segner, 2000) 
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В целом, к преимуществам ЭРОД-анализа от-
носят то, что он служит своеобразным «детекто-
ром» присутствия AhR-активирующих соедине-
ний. В результате «быстрого» метаболизма мно-
гих полиароматических и некоторых полигало-
генированных углеводородов методы аналити-
ческой химии не в состоянии выявить эти со-
единения в тканях рыб, тогда как ЭРОД-актив-
ность обеспечивает чёткое свидетельство при-
сутствия планарных контаминантов в организ-
ме. Уровень индукции ЭРОД может служить ос-
нованием для определения биологического по-
тенциала ксенобиотика, быть индикатором био-
химических и физиологических изменений. 
ЭРОД-активность отражает и кумулятивное воз-
действие AhR-агонистов, безотносительно к то-
му приводят они к токсическому процессу, или 
нет (Whyte et al., 2000). 

Индуцированная ЭРОД-активность может 
многократно возрастать по сравнению с базо-
вым уровнем. В целях сравнения результатов 
исследований сложилась условная градация 
ЭРОД-индукции на «слабую» (ЭРОД-актив-
ность возрастает до 10 раз по сравнению с конт-
ролем), «умеренную» (от десяти- до стократно-
го повышения уровней ЭРОД) и «сильную» (ак-
тивность фермента увеличивается более чем в 
100 раз) (Whyte et al., 2000). 

Говоря об определении ЭРОД-активности у 
рыб, важно подчеркнуть, что этот показатель 
является очень нестабильным и чувствительным 
к манипуляционным процедурам. Существует 
ряд приёмов для минимизации потерь активно-
сти фермента. Важно быстро обрабатывать пой-
манную рыбу, так как стресс запускает выброс 
глюкокортикоидов (например, кортизола), что 
повышает уровни ЭРОД (Devaux et al., 1992). 
Печень от живой рыбы следует помещать в 
жидкий азот (–196 °С) для хранения проб до мо-
мента анализа. Приготовление гомогената ткани 
необходимо осуществлять в ледяном буфере и 
на льду. Далее процедура представляет из себя 
получение постмитохондриального супернатан-
та (гомогенат центрифугируют при 9000–13500 
g от 20 до 25 минут), а затем – выделение мик-
росомального осадка (супернатант центрифуги-
руют при 100000–200000 g от 50 до 60 минут). 
Полученный микросомальный осадок ресуспен-
дируют в буфере. Таким образом, проведения 
ЭРОД-анализа подразумевает наличие следую-
щего лабораторного оборудования: гомогениза-
тор, центрифуга и ультрацентрифуга – для полу-
чения микросомальной фракции, спектрофлуо-
риметр – для измерения конечного продукта ре-

акции. В основе анализа ферментативной актив-
ности лежит реакция диэтилирования 7-этокси-
резоруфина. В качестве кофактора используется 
НАДФ восстановленный. Продукт реакции, ре-
зоруфин, является флуоресцентным и имеет ма-
ксимумы возбуждения и испускания при длинах 
волн 530 и 580 нм, соответственно (Burke, 
Mayer, 1974; Whyte et al., 2000). ЭРОД-актив-
ность измеряется как количество резоруфина, 
приходящегося на мг белка в образце микросо-
мальной фракции печени рыбы в минуту време-
ни реакции (моль/мг/мин) (Pohl, Fouts, 1980). 

Прежде чем делать выводы о качестве среды 
на основании данных ЭРОД-анализа и исполь-
зовать активность фермента в целях биомонито-
ринга, необходимо установить, в каких преде-
лах она изменяется у массовых видов рыб и от 
каких факторов зависит в нормальных условиях. 

Для решения этой проблемы необходимы ла-
бораторные исследования, направленные на 
оценку конститутивной (базовой) активности 
фермента, а также уровней его индукции ксено-
биотиками. Например, было показано (Förlin, 
Celander, 1993), что у окуня при базовой ЭРОД-
активности 440 пмоль/мг/мин внутрибрюшные 
инъекции в дозе 500 мг/кг Clophen 50 (ПХБ) и 50 
мг/кг β-нафтофлавона (ПАУ) вызвали индукцию 
до уровня 1100 пмоль/мг/мин и 2560 
пмоль/мг/мин, соответственно. У щуки после 
инъекции β-нафтофлавона в такой же дозе уро-
вень ЭРОД возрос с 480 пмоль/мг/мин до 4660 
пмоль/мг/мин. Абсолютные показатели ЭРОД-
активности, без сомнения, в некоторой степени 
будут отличаться от исследования к исследова-
нию. Основными факторами, определяющими 
флуктуацию ЭРОД-активности, являются репро-
дуктивная стадия особи (Stegeman, Hahn, 1994), а 
также сезонные изменения температуры воды и 
доступность пищи. Замечено, что поступление 
индукторов в организм рыб зависит от темпера-
туры и характеризуется следующими особенно-
стями: в большей степени ксенобиотики аккуму-
лируются при высокой температуре воды и в 
меньшей степени выводятся из организма при 
низкой температуре (Collier et al., 1978). 

Ключевым аспектом в выборе вида для мо-
ниторинговых исследований является не сама 
по себе индуцированная ЭРОД-активность, а в 
большей степени – устойчивая конститутивная 
ЭРОД-активность и значительная амплитуда ме-
жду конститутивной и индуцированной ЭРОД-
активностью, что позволяет однозначно интер-
претировать результаты (Flamarion, Garric, 
1997). 
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CYP1A-dependent monooxygenases are known 
to be metabolizing enzymes of many xenobiotics, 
such as PCDDs, PCDFs, PCBs, PAHs and 
structurally related compounds. EROD activity in 
fish being an indicator of CYP1A-induction is a 
well-established in vivo biomarker for 

environmental pollution. EROD activity approach 
is based on the measurement of ethoxyresorufin 
deethylation product, resorufin, in liver microsomal 
fraction. 




