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ФОТОЭЛЕКТРОКОЛОРИМЕТРИЧЕСКИЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ХОЛИНЭСТЕРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ

Современные методы определения холинэстеразной активности под­
разделяются на биологические, химические и физико-химические. В на­
стоящее время большинство исследователей предпочитает химические и 
физико-химические методы, так как биологический метод, несмотря на 
некоторые преимущества, очень громоздкий, требует много времени и, 
вследствие этого, почти невозможно ставить серийные исследования.

Химический метод определения холинэстеразной активности осно­
ван на измерении количества образуемого при ферментативном гидроли­
зе ацетилхолина уксусной кислоты, которое можно производить либо 
манометрически (по количеству углекислоты, вытесненной из бикарбона­
та), либо титромстрически (нейтрализацией уксусной кислоты щелочью).

Наиболее употребительным в настоящее время является манометри­
ческий метод. Однако он имеет ряд недостатков, затрудняющих прове­
дение серийных исследований.

Аппарат Варбурга сложен и дорогостоящ, занимает много места, 
требует дополнительной установки для получения газовой смеси и по­
этому мало доступен многим лабораториям.

В 1949 г. Хсстрин |1| определил активность холинэстеразы колори­
метрическим методом. Для этой цели он использовал дополнительную 
реакцию ацетилхолина с гидроксиламином. Однако этот метод, по оп­
ределению самого автора, не очень точен и фактически неприменим при 
больших концентрациях ацетилхолина и малой активности холин­
эстеразы.

В 1953 г. А. А. Покровский [2] для колориметрического метода оп­
ределения активности холинэстеразы применил бромтимоловый синий, 
который имеет интервал перехода pH 6,0—7,6, что лежит ниже оптимума 
сывороточной и истинной холинэстераз. Кроме того недостатком метода 
Покровского является невозможность ставить серийные опыты, так как 
холинэстеразная активность измеряется временем, необходимым для об­
разования определенного количества уксусной кислоты при фермента­
тивном гидролизе ацетилхолина.

Наличие в настоящее время фотоэлектроколориметрической аппа­
ратуры делает возможным точно и объективно уловить те небольшие
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изменения цвета индикатора, по которым обычно судят о холинэстераз­
ной активности.

В нашей работе мы использовали фотоэлектроколориметр типа 
ФЭК-М. Он очень удобен, довольно точен, занимает сравнительно не­
большое место и не требует особых навыков работы*.

* Подробное описание фотоэлектроколориметра типа ФЭК-М см. у С. А. Бала­
ковского и П. С. Балаховского в книге „Методы химического анализа крови՜, Мед- 
гиз, 1953 г.

Принцип метода. При расщеплении ацетилхолина, образующаяся 
уксусная кислота изменяет pH среды. Изменение pH отражается па ок­
раске индикатора. Степень изменения окраски служит показателем хо­
линэстеразной активности. В правую и левую кюветы помещаются ра­
створы, имеющие одинаковую окраску. Определенное показание на шка­
ле барабана фотоэлектроколориметра принимается за нуль (за нуль 
можно принять любое деление шкалы, желательно в области средних 
значений). Включая гальванометр, необходимо при помощи рукоятки 
грубой и тонкой настройки клина довести стрелку гальванометра до ну­
ля. Всякое изменение, происходящее в одной из кювет, обуславливающее 
изменение цвета, отражается на стрелке гальванометра. Вращением р\ - 
коятки барабана стрелка гальванометра доводится до пуля. Отклонение 
от принятой нулевой точки на барабане служит мерилом тех изменений, 
которые имели место. В данном случае эти изменения будут обусловле­
ны количеством образовавшейся уксусной кислоты. Чем больше этой 
кислоты, том сильнее изменение pH, которое влечет за собой изменение 
цвета индикатора и что, в конечном счете, отражается па степени откло­
нения от нулевой точки на шкале барабана.

Данным методом возможно определить активность как ложной, так 
и истинной холинэстераз с подбором соответствующих индикаторов и 
буферных растворов.

Реактивы, а) Для сывороточной холинэстеразы. Нами 
применялись те же реактивы, которые предлагают в своем методе 
П. И. Борисов и В. И. Розенгарт [3].

I. Индикатор: 0.04% водный раствор крезолового красного (перед 
опытом разбавляется в 5 раз).

2. Боратный буфер: pH 8,9 (перед опытом разбавляется в 2 раза).
3. 1 % раствор ацетилхолинхлорида.
4. Раствор уксусной кислоты — 0,01 М
5. Сыворотка крови человека (перед опытом разбавляется в 2 раза). 
Все растворы готовятся на дестиллированной воде, лишенной ОСЬ. 
Реактивная смесь, имеющая объем 10 мл, состоит из: 0,5 мл сыво­

ротки, 0,5 мл крезолрота, 1 мл раствора буфера, 7 мл И2О и I см3 аце- 
тилхолинхлорида, В стандартный раствор вместо ацетилхолина добав­
ляется вода.

б) Для холинэстеразы гомогената мозга.
1. Индикатор: 0,1% водный раствор фенолового красного (перед 

опытом разбавляется в 10 раз).
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2. Фосфатный буфер pH 8,0.
3. I % раствор ацетилхолинхлорида.
4. Гомогенат мозга лягушки (суспензируется в дистиллированной 

воде в объеме I : 10), через час центр фугируется; употребляется 
надосадочная жидкость).

Реактивная смесь, имеющая объем 10 мл, состоит из 0,2 мл гомоге­
ната, 0,5 мл фенолрота, 1 мл раствора буфера, 0,2 мл ацетилхолинхло­
рида и 8,1 мл Н2О.

Определение калибровочной кривой. Прежде чем приступить к опы­
ту, необходимо иметь калибровочную кривую, по которой возможно оп­
ределить какому количеству уксусной кислоты соответствует то или иное 
отклонение стрелки гальванометра.

Калибровочную кривую можно получить, если вместо раствора 
ацетилхолина в реактивную смесь ввести заведомо известное количество 
уксусной кислоты — данное отклонение от нулевой точки будет соответ­
ствовать данному количеству уксусной кислоты. Однако в этом случае 
необходимо учесть следующий момент. Если в правую и левую кюветы 
ввести стандартные растворы и вращением рукоятки клина довести 
стрелку гальванометра до нуля (при нулевой точке на шкале барабана), 
то смена одного стандартного раствора в левой кювете на другой стан­
дартный раствор приводит к отклонению стрелки гальванометра 
(табл. 1).

Таблица 1 
Различные показания стандартных растворов

№ стандартного 
раствора 1 2 3 4 5 6

Показание на шкале бара­
бана ....................... ■ . . 30,0* 30,2 29,7 30,1 30,9 30,3

* 30.0 — это принятая нами нулевая точка на левой шкале барабана, соответ­
ствующая 30°/о светопропускапня. Все определения нами были ^проведены со свето­
фильтром № 2, толщина кюзег— 20 мм.

Такая разница имеет место вследствие того, что при приготовлении 
стандартных растворов в отдельные пробирки невозможно поместить 
точно равное количество всех компонентов стандартного раствора воды, 
сыворотки (или гомогената) и особенно индикатора.

Учитывая этот момент, мы попытались построить калибровочную 
кривую следующим образом: в левую и правую кюветы помещаются 
растворы стандартной смеси; кюветы помещаются в гнезда; стрелка 
гальванометра при помощи клипа приводится к нулю (нулевая точка 
шкалы барабана—30,0). Затем в каждую кювету, в правую и левую, 
вводится одинаковое количество воды — 0,1 мл, 0,2 мл и т. д. При этом 
стрелка гальванометра либо не отклоняется, либо отклоняется незначи­
тельно (табл. 2).
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Та блица 2
Показания шкалы при добавлении в обе кюветы одинакового объема воды

Дополнительное коли­
чество воды (в мл) 0,0 0,1 0,2 0,5 0,7 1,0 1,5

Показания шкалы . . . 30,0 30,0 30,0 30,1 30,0 30,0 30,0

Следовательно, если в левую кювету вместо воды вводить равный 
объем уксусной кислоты, то можно получить калибровочную кривую, 
почти свободную от дополнительных ошибок, которые приведены в 
табл. 1. Результат определения калибровочных кривых для сыворотки 
и гомогената приведен в табл. III, а калибровочные кривые—на рис. 1.

Рис. 1. Калибровочные кривые. По оси абсцисс—ко­
личество уксусной кислоты (в 0,0301 М). По оси ор­
динат—единицы деления шкалы барабана (свето- 
пропускание по левой шкале, нулевая точка = 30,0), 
I — для сывороточной холинэстеразы, II—для холин­

эстеразы гомогената мозга.

Таким образом, 0,1 делению на шкале барабана, которое возможно 
регистрировать, соответствует в среднем 0,00003 М уксусной кислоты 
для боратного буфера, и около 0,00001 М—для фосфатного.

Ход определения активности холинэстеразы. Готовятся две пробир­
ки со стандартными растворами; содержимое после размешивания пе­
реливается в левую и правую кюветы. Барабан приводится к выбран­
ной нулевой точке и вращением рукояток клина стрелка гальванометра 
доводится до нуля. Затем стандартный раствор из левой кюветы выбра­
сывается. В пробирку помещается 7,0 мл Н2О (в случае гомогената 
8,1 мл), 0,5 мл крезолрота и 0,5 мл сыворотки или 0,2 гомогената. Затем 
пробирка ставится в термостат с температурой 37°С на несколько ми­
нут. Далее в эту же пробирку быстро доливается 1 мл ацетилхолина. 
Содержимое пробирки переливается в левую кювету. Кювета ставится в 
гнездо и вращением рукоятки барабана стрелка гальванометра дово-
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а) Получение калибровочной кривой для сывороточной холинэстеразы
Таблица 3

** нулевая точка во всех случаях равна 30,0.

Ь) Получение калибровочной кривой для холинэстеразы гомогената мозга

дится до нуля. При этом необходимо, чтобы разница между нулевой 
точкой и показанием шкалы барабана не превышала 2,0—3,0, т. е. от 
30,0 до 32,0 или 33,0, так как сильное подкисление среды раствором аце- 
тилхолинхлорида может привести к более или менее значительным 
ошибкам. В тот момент, когда стрелка гальванометра доводится до нуля, 
включается секундомер и записывается показание на шкале гальвано­
метра. Затем содержимое левой кюветы снова переливается в пробирку 
и ставится в термостат на определенный промежуток времени (удобнее 
всего на 10 минут для сывороточной холинэстеразы и на 30 минут для 
холинэстеразы гомогената мозга). По истечении десяти минут (или трид­
цати минут) содержимое пробирки снова переливается в кювету (обя­
зательно ту же самую) и снова регистрируется показание шкалы (пос­
ле доведения стрелки гальванометра до нуля). По разнице между пер­
вым и вторым показаниями можно судить о холинэстеразной активности 
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данной сыворотки. Для этого достаточно определить по калибровочной 
кривой какому количеству уксусной кислоты соответствует данная раз­
ница. Пример определения холинэстеразной активности сыворотки че­
ловека приведен в табл. 4, а гомогената мозга—в табл. 5.

Т а б л и п а 4
Холинэстеразная активность сыворотки

Количество 
сыворотки 

(в мл)

Показания шкалы
Разница 
в деле­
ниях 
ш к а л ы

Пересчет 
на 0,001 М 
уксусной 
кислоты

С вычетом 
спонтанного 

гидролиза

В подсчете 
на 0,1 мл 
сыворотки 
(в 0,001М 
уксусной 
кислоты)

б начале 
опыта

через 
16'

0,5—прокипячен­
ная (спонтанный 
гидролиз) 30.0 30,4 0,20

0,1 30,0 31.0 0,40 0,20 0,20
0,2 29, Я 31,3 1.5 0,66 0,46 0,23
0,5 31,2 35 0 3,8 1 ,20 1,00 0,20
0,5 31,2 34,9 3,7 1,18 0,98 0,196
0,5 31 ,6 35,3 3,7 1.18 0,98 0,196
0,5 31,1 34,9 3,8 1,20 1,00 0,20
1.0 30,3 36,5 6,2 1 ,67 1,47 0.147

Таблица 5
Холинэстеразная активность гомогената мозга

Количество 
гомогената 

(в мл)

Показания шкалы

Разница 
в данных 

шкалы

Пересчет 
на 0,00 IM 
уксусной 
кислоты

С вычетом 
спонтанного 

гидролиза

В подсчете 
на 0,1 мл 

гомогената 
(в 0,001 М 
уксусной 
кислоты)

в начале 
опыта

через 
30'

0,2-прокипя ценный 
(спонтанный 
гидролиз) 30,0 30,8 0,8 0,10

0,05 30,5 33,3 2,8 0.20 0,10 0,2
0,1 31,2 34,5 3,55 0,32 0,22 0,22
0,2 30,1 35,85 5,75 0,55 0,45 0,225
0,2 29,8 35,45 5,65 0,525 0,425 0,212
0,2 30,2 35,85 5,65 0,525 0,425 0,212
0,2 30,0 35,56 5,55 0,515 0,415 0,208
0,3 29,0 36,30 7.30 0,75М 0,65 0,217

Нулевую точку можно устанавливать прямо по одной из опытных 
растворов, если заведомо известно, что раствор ацетилхолина не очень 
кислый. Нулевую точку можно брать в любом месте шкалы, однако опа 
должна совпадать с нулевой точкой калибровочной кривой. Каждый раз 
при приготовлении нового буферного раствора рекомендуется, если нет 
соответствующих возможностей для измерения pH раствора, построить 
новую калибровочную кривую (для большей точности).

Далее, необходимо, чтобы вся процедура, от добавления ацетилхо­
лина в опытную пробирку до приведения стрелки гальванометра до ну-



быстро перелить содержимое кюветы в пробирку и поместить в термо­
стат, так как температура в фотоэлектроколориметре гораздо ниже, чем 
в термостате.

Подобнььм же образом обратное переливание опытного раствора, 
взятого из термостата в кюветы, необходимо проделать за 30 секунд до 
истечения 10 минут (или 30 минут) для того, чтобы успеть во время от­
метить показание шкалы барабана. Соблюдая эти условия, возможно 
сразу ставить опыт с десятью опытными растворами (в каждую минуту 
одно определение).

Этот метод особенно пригоден для серийных исследований, в ча­
стности, для определения ингибиторов холинстсразы, требует очень ма­
ло времени, легко доступен, не требует дополнительной сложной уста­
новки и оборудования.

Данный метод может быть использован также для определения хо­
линэстеразной активности других неокрашенных или слабоокрашенных 
тканевых жидкостей и экстрактов.
Институт тонкой органической химии
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տիվ խառնուրդի մեջ դու քնի ւիովւոխութքունր ւլրանցվոււք է տիպի
ֆ ո ա ոկ ք եկա րակո լո ր իւ)ե տ ր ո վ: է > իճո ւկա լին իլո լինկ ո թե րա զւս լի հածար կիրաո֊ 
վոււ)՝ է րորատալին րուֆեր ( լ) 1՜՜{ &,»9^ ե, որպես ինդիկատոր, կրեւլոլի կար- 
միրր, իսկ ոււլեդի հո ւ) ո դեն ւո ։ո ի իւ ււ լինկ ռ թ ե րււ։ դա լի համար' ֆոււֆատալին րու֊ 
ֆեր (թ1 I ՏէՕյ ե ֆւենոլի կարմիրը: Տվլւսլ էքեթոդր հարւէսւր է սերիական հե­
տազոտությունների հալք ար, զանազան ն րո թե ըի իւ ո լին էս թ ե ր ազալին հատկու­
թյունները որոշելու համար ե կիրաււելի է չներկված կաւ1 թուլլ ներկված հե­
զուկների ու էքստրակտների իւ ոլին է ո թ ե ր ա դա լին ակւո իվւո թ լան ր որոշելու հա­
մար:
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