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При промышленном производстве холин�
эстераз и в лабораторной практике иногда
возникает необходимость идентифициро�
вать эти энзимы. Это может быть связано
с нарушениями в процессе производства
и хранения энзимов, а также при утрате
маркировки готовой продукции.

Широко известны различные варианты
способа идентификации типов холинэстераз
путем сравнительной оценки их способности
гидролизовать при оптимальных условиях
холиновые эфиры «стандартного набора»:
ацетилхолин, пропионилхолин, бутирилхолин
и ацетил�β�метилхолин. Так, ацетилхолинэс�
теразы с наибольшей скоростью гидролизуют
субстрат ацетилхолин, пропионилхолинэсте�
разы — субстрат пропионилхолин, бутирилхо�
линэстеразы — субстрат бутирилхолин, аце�
тил�β�метилхолинэстеразы — субстрат
ацетил�β�метилхолин [1]. Этот способ позво�
ляет идентифицировать типы холинэстераз,
однако идентификация таким образом холин�
эстераз внутри одного типа малоэффектив�
на, что прежде всего может быть обусловле�
но достаточно выраженной специфичностью
холинэстераз одного типа. 

Известен способ групповой дифференци�
ации ацетилхолинэстераз от бутирилхоли�
нэстераз путем сравнения чувствительности
идентифицируемого знзима к различным
ингибиторам [2]. Он дает возможность, на�
пример, отличить ацетилхолинэстеразу
(АХЭ) эритроцитов лошади от бутирилхолин�
эстеразы (БуХЭ) сыворотки крови лошади:

АХЭ намного более чувствительна к параок�
сону, чем к изопестоксу, а БуХЭ, наоборот,
более чувствительна к изопестоксу, чем
к параоксону.

Особенности каталитических свойств ак�
тивного центра различных холинэстераз
широко изучаются с использованием раз�
личных субстратов и ингибиторов [3]. На�
коплен большой экспериментальный мате�
риал, анализ которого дает возможность
приблизиться к решению вопроса об иденти�
фикации некоторых энзимов внутри одного
типа. Большой интерес в этом отношении
представляют обратимые ингибиторы холин�
эстераз.

В настоящей работе описан способ диффе�
ренциации ацетилхолинэстеразы из элект�
рических рыб от ацетилхолинэстераз из дру�
гих биологических источников (эритроциты
человека, лошади и верблюда), основанный
на различиях в чувствительности этих энзи�
мов к обратимому ингибирующему действию
некоторых фосфониевых соединений.

Материалы и методы

В работе в качестве субстрата использо�
вали ацетилхолин и ацетилтиохолиниодиды
(Chemapol, Чехия).

В качестве обратимых ингибиторов ис�
пользовали пять фосфониевых соединений,
синтез которых описан в работах [4–7]:

1. (С4Н9)3 Р+ – СН2СН2СН3 · Br–; 

2. (С4Н9)3 Р+– СН2СН = СН2 · Br–; 
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Предложен способ идентификации отличий между ацетилхолинэстеразами из электрической ткани элект�
рического ската и электрического угря и ацетилхолинэстеразами из эритроцитов человека, лошади и верблюда.
Способ основан на различиях в чувствительности холинэстеразного домена (каталитического центра) этих энзи�
мов к некоторым обратимым фосфониевым ингибиторам. 
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3. (С6Н5)3 Р+– СН2СН2СН3 · Br– ; 

4. (С6Н5)3 Р+– СН2СН = СН2 · Br–;

5. (С6Н5)3 Р+– СН2С ≡ СН · Br–. 

Применяли частично очищенные лиофи�
лизированные препараты ацетилхолинэсте�
разы (НФ 3.1.1.7) из электрического органа
ската Torpedo marmorata (АХЭС) c удельной
активностью (уд. А) 1 000 Е/мг и электри�
ческого угря Electrophorus electricus (АХЭУ)
c уд. А 1 000 Е/мг (Sigma, США), из эритро�
цитов верблюда (АХЭВ) с уд. А 0,02 Е/мг,
лошади (АХЭЛ) с уд. А 1,2 Е/мг и человека
(АХЭЧ) с уд. А 6,1 Е/мг, изготовленные
в Пермском НИИВС. Удельную активность
препаратов определяли методом потенцио�
метрического титрования с использованием
в качестве субстрата 2 мМ ацетилхолина
(25 °С; 0,1 М хлорид калия, рН 7,5). Ско�
рость холинэстеразного гидролиза ацетил�
тиохолина в отсутствие и в присутствии ин�
гибитора определяли фотометрическим
методом Эллмана [8] при температуре 25 °С
и рН 7,5. Реакционная смесь состояла из
1 мл 1 мМ раствора 5,5′�дитио�бис�(2�нитро�
бензойной кислоты) в 100 мМ фосфатном бу�
фере (рН 7,5), 1 мл раствора энзима (0,2 E/мл),
1 мл 0,5 М раствора хлорида калия, 1 мл во�
ды в контрольной пробе или 1 мл раствора
ингибитора в опытной пробе и затем 1 мл
2,5 мМ раствора ацетилтиохолина. С помощью
фотоэлектроколориметра ФЭК�56 (свето�
фильтр №3) измеряли время в секундах, за
которое оптическая плотность реакционной
смеси возрастает на величину 0,1 (tк —
в контрольном опыте без ингибитора, tоп —
в опыте с ингибитором). Подбирали такую
концентрацию ингибитора, при которой
энзиматическая активность уменьшается
вдвое, т.е. tоп / tк = 2.

Результаты и обсуждение

Идентификацию АХЭС и АХЭУ от АХЭВ,
АХЭЛ и АХЭЧ осуществляют, сравнивая
чувствительность этих энзимов к ингибиру�
ющему действию следующих двух соединений:

1. (С4Н9)3 Р+– СН2СН2СН3 ·Br–;

2. (С4Н9)3 Р+– СН2СН=СН2 ·Br–.

С этой целью для каждого энзима подби�
рают концентрацию ингибитора (С1 — для
ингибитора 1 и С2 — для ингибитора 2),
уменьшающую энзиматическую активность
в два раза (tоп / tк = 2). Полученные результа�
ты представлены в табл. 1. Из них следует,
что энзимы АХЭС и АХЭУ, выделенные из
электрической ткани электрических рыб,
резко отличаются от ацетилхолинэстераз,
выделенных из других биологических ис�
точников: в опытах с АХЭС и АХЭУ величи�
на С1 значительно больше, чем величина С2 ,
а в опытах с другими АХЭ, наоборот, С1 зна�
чительно меньше, чем С2. Эта особенность
АХЭС и АХЭУ позволяет проводить их иден�
тификацию.

Идентификацию АХЭУ от АХЭВ, АХЭЛ
и АХЭЧ осуществляют путем сравнения
чувствительности этих энзимов к ингибирую�
щему действию следующих трех соединений: 

4. (С6Н5)3 Р+– СН2СН2СН3·Br–;     

5. (С6Н5)3 Р+– СН2СН =СН2·Br–;

6. (С6Н5)3 Р+– СН2С ≡ СН·Br–. 

С этой целью для каждого энзима подби�
рают концентрацию ингибитора, которая
уменьшает энзиматическую активность
в два раза (С4 — для ингибитора 4, С5 — для
ингибитора 5 и С6 — для ингибитора 6). За�
тем вычисляют величины отношений С5/С6,
С4/С5 и С4/С6 и в том случае, если величина
С4/С5 больше величины С5/С6, но меньше ве�
личины С4/С6, делают заключение, что иден�
тифицируемым энзимом является АХЭУ.

Полученные результаты представлены
в табл. 2. Величины отношений концентра�
ций ингибиторов, уменьшающих актив�
ность ацетилхолинэстераз в 2 раза, приведе�
ны в табл. 3. Из них следует, что для АХЭУ
величина С4/С5 больше величины С5/С6, но
меньше величины С4/С6. Для АХЭВ, АХЭЛ
и АХЭЧ величина С4/С5 меньше не только
величины С4/С6, но и величины С5/С6.

Таким образом, использование предло�
женных методов позволяет надежно иден�
тифицировать ацетилхолинэстеразы элект�
рических рыб и ацетилхолинэстеразы,
выделенные из других биологических ис�
точников. 
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Таблица 2. Концентрации ингибиторов 4, 5 и 6, 
при которых энзиматическая активность снижается в 2 раза (tоп/tк = 2)

(Погрешность 10%; n = 5; P = 0,95) 

№ Ингибитор 

Концентрация ингибитора, мкМ, 
при которой tоп/tк = 2

АХЭУ АХЭС АХЭВ АХЭЛ АХЭЧ 

4 (С6Н5)3Р+– СН2СН2СН3·Br– 200 80 150 50 200 

5 (С6Н5)3Р+– СН2СН=СН2·Br– 90 60 150 40 90 

6 (С6Н5)3Р+– СН2С ≡ СН· Br– 50 40  84 21  50      

Таблица 3. Величина отношений концентраций ингибиторов 4, 5 и 6, 
уменьшающих активность ацетилхолинэстераз в 2 раза

Энзим
Отношение концентраций ингибиторов

С5/С6 С4/С5 С4/С6

АХЭУ 1,2   3,8   4,5 

АХЭВ 1,6    1,3    2,0 

АХЭЛ 1,8    1,0    1,8 

АХЭЧ 1,8    1,4    2,5 

Таблица 1. Концентрации ингибиторов 1 и 2, 
при которых энзиматическая активность снижается в 2  раза (tоп/tк = 2)

(Погрешность 10%; n = 5; P = 0,95) 

№ Ингибитор 

Концентрация ингибитора, мкМ, 
при которой tоп/tк = 2

АХЭУ АХЭС АХЭВ АХЭЛ АХЭЧ 

1 (C4H9)3P+– CH2CH2CH3·Br– 320 62  250  240  58 

2 (C4H9)3P+– CH2CH=CH2·Br– 27 30 310  380  96 
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Запропоновано спосіб ідентифікації від�
мінностей між ацетилхолінестеразами з елект�
ричної тканини електричного ската і елект�
ричного вугра та ацетилхолінестеразами
з еритроцитів людини, коня і верблюда.
Спосіб заснований на відмінностях у чутли�
вості холінестеразного домену (каталітичного
центру) цих ензимів до деяких оборотних фос�
фонієвих інгібіторів.

Ключові слова: ідентифікація, ацетилхолін�
естераза, електричний вугор, електричний
скат, фосфонієві інгібітори.
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The method for identification differences
between acetylcholinesterases of the electric
organs of the eel Electrophorus electricus and the
electric ray Torpedo marmorata and ones from
human, horse and camel erythrocytes was sug�
gested. The method is based on different sensi�
tivity of cholinesterase domen (catalytic centre)
of there enzymes to some phosphonium reversib�
le inhibitors.

Key words: identification, acetylcholinesterase,
electric eel, electric ray, phosphonium inhibi�
tors.




