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О МОЛЕКУЛЯРНЫХ ВЕСАХ ИЗОЗИМОВ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 
СЕРДЦА КРЫС

Определены молекулярные веса трех изозимов холинэстеразы сердца крыс. Пока­
зано, что значения их разные, причем разница составляет примерно 150000 единиц. 
Экспериментами по выявлению изозимов холинэстеразы в присутствии а-додецил­
сульфата и мочевины показано, что, по-вндпмому, они являются полимерами одного и 
того же мономера Предполагается, что данные изоферменты сердца крыс (ХЭ-1, ХЭ-2, 
ХЭ-3) являются димером, тетрамером и секстамером.

Исследование изозимного состава и определение молекулярного ве­
са индуцируемых ферментов имеет важное значение как с точки зрения 
изучения их физико-химических свойств и субъединичной структуры, так 
и для выявления генетической основы биосинтеза того или иного изозима.

В наших предыдущих работах [2—4] была обнаружена гормональ­
ная индукция холинэстеразы у млекопитающих и был выявлен изозим- 
иый состав фермента в контроле и при индукции. Исследования позво­
лили высказать предположение, что истинной причиной гормональной 
индукции холинэстеразы сердца крыс является усиление активности 
действующих генов (или гена) холинэстеразы, а не дерепрессия неак­
тивных генов, так как изозимный состав индуцированного фермента ко­
личественно не отличался от состава изоферментов в контроле. Три изо- 
зима холинэстеразы сердца крыс, выявленные нами методом диск- 
электрофореза в полиакриламидном геле, обладали различной актив­
ностью, причем наибольшую активность имела фракция с меньшей элек­
трофоретической подвижностью [2]. Определение их молекулярных ве­
сов и выяснение субъединичной структуры представляет определенный 
интерес.

В литературе накопилось большое количество данных по определе­
нию молекулярных весов как ацетилхолинэстеразы, так и псевдохолин­
эстеразы. Однако они довольно разноречивы из-за различия в выборе 
объектов, тканей, а также, что очень существенно, методик определения. 
При ультрацептрифугировании получен молекулярный вес, равный 
230000 для очищенной ацетилхолинэстеразы. Молекулярный вес поли­
мерного препарата фермента, определенный различными другими ме­
тодами, составил 30 млн [1]. По Лейцингеру [11, 12], молекулярный вес 
очищенного препарата ацетилхолинэстеразы из электрического органа 
угря равен 260000, фермент имеет димерную структуру с двумя а- и 
Р-цепями. Активный мономер с молекулярным весом 130000 состоит из 
а- и Р-цепей.
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Опыты Милара и Г рафиуса [14] подтвердили значение 260000 моле­
кулярною веса ацетилхолинэстеразы и ее полимерную структуру, одна­
ко, по их мнению, фермент состоит из шести субъединиц—каждая с мо­
лекулярным весом 42000. Рядом ученых показано, что молекулярный вес 
ацетилхолинэстеразы колеблется между 220000 и 240000 [6, 15], причем 
при обработке гуанидином фермент диссонирует на две частицы с моле­
кулярным весом 102000, а добавление Р-меркаптоэтанола приводит к 
дальнейшей диссоциации ферментной молекулы до субъединиц с моле­
кулярным весом 49000, и эти субъединицы ферментативно не активны 
[6]. В литературе встречается множество данных по молекулярным ве­
сам холинэстеразы сыворотки крови [1, 5, 16]. Молекулярный вес очи­
щенной бутнрилхолинэстеразы из сыворотки лошади и человека превы­
шает 200000, при ультрацентрифугировании он составляет примерно 
300000, а бутирилхолинэстераза из лошадиннон сыворотки, по данным 
изучения кинетики ингибиции, имеет молекулярный вес, равный 750000, 
что подтверждается результатами, полученными гель-фильтрацией фер­
мента [1]. Ля Мотта и сотр. [8—10] показали, что для изоферментов хо­
линэстеразы сыворотки крови человека характерен взаимопереход, а ис­
следование молекулярного веса показало, что они отличаются на одну 
и ту же величину, т. е. изоферменты холинэстеразы сыворотки крови 
человека являются агрегатами одной молекулярной формы.

Из вышеизложенного ясно, что литературные данные по мо­
лекулярному' весу холинэстеразы и ее изозимов весьма разноречивы. 
Настоящая работа посвящена определению молекулярных весов и изу­
чению субъединичной структуры изозимов холинэстеразы сердца крыс с 
целью дальнейшего исследования механизма гормональной индукции 
фермента.

Материал и методика. В работе использованы: комплект реактивов для диск-элек- 
трофореза в полиакриламидном геле, эзерин салицилат, I—нафтилацетат, альбумин, 
пепсин—все фирмы («Рсанал» (ВНР), прочный синий (Fast Blue RR salt), лактатдеги­
дрогеназа—фирмы «Хемапол» (ЧССР), гексакиназа, уреаза—фирмы «Сигма- (США) 
и додецилсульфат натрия отечественного производства.

Исследования проводились на крысах. Приготовление гомогената, определение 
холинэстеразной активности и методика электрофореза описаны ранее [2, 4]. Молеку­
лярные веса изозимов определялись по методу Хедрика и Смита [<]. За относительную 
подвижность бралось отношение расстояний, пройденных белковой фракцией и краси­
телем-меткой (Rm Определялась зависимость логарифма относительной подвижности 
(lgR(m) от различных концентраций полиакриламидного геля, которая носила линей­
ный характер. Зависимость наклона (tga) этих прямых от молекулярных весов стан­
дартных белков дает калибровочную кривую, с помощью которой можно оп­
ределить молекулярные веса интересующих нас белковых фракций. В качестве 
стандартных белков использовались: альбумин (мол. вес = 65000), пепсин (мол. вес- 
68000), гексакиназа (мол. вес= 100000), лактатдегидрогеназа (мол. вес= 135000) и 
уреаза (мол. вес=483000).

Для количественного определения активности изозимов холинэстеразы проводи­
лись элюция отдельных фракций и определялась активность фермента по окраске на 
спектрофотометре СФ-4.

Количество наносимого на гель белка определялось по методу Лоури и др. [13].
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Ре<ультаты -жспер и ментон обработаны статистически 
квадратичного отклонения и доверительного интервала.

с вычислением среднею

Результаты и обсуждение. Была изучена зависимость относитель­
ной подвижности (R П1) стандартных белков от различных концентраций 
геля (4, 6, 7, 7.5 и 10%) для пашен гелевой системы. Результаты экспе­
риментов показали, что наклон прямых, выражающих данную зависи­
мость, с увеличением молекулярного веса белка увеличивается, причем 
полученные данные хорошо согласуются с литературными [7]. Были по­
ставлены аналогичные эксперименты по определению относительной 
подвижности (РП1) изозимов холинэстеразы при различных концентра­
циях полиакриламидного геля (рис. 1). Как видно из рисунка, прямые 
зависимостей для трех изоферментов холинэстеразы сердца крыс не па­
раллельные, а пересекаются в одной точке, отличной от нулевой кон­
центрации геля Это свидетельствует о том, что холинэстеразные изози­
мы сердца крыс отличаются по молекулярным весам, для определения 
которых па калибровочную кривую наносили значения наклона прямых 
(1^) для трех изозимов холинэстеразы. Молекулярные веса определя­
ли графически (рис. 2). Из рис. 2 видно, что изозиму холинэстеразы с

Рис. 1. Рис, 2.
Рис. 1. Зависимость относительной подвижности (Рт) трех изозимов хо­
линэстеразы от различных концентраций геля. ХЭ-1—изозим фермента с 
большей электрофоретической подвижностью; ХЭ-2—изозим фермента со 
средней подвижностью; ХЭ-3—электрофоретически менее подвижный 

изозим.
Рис. 2. Зависимость наклона (1£а) прямых от молекулярных весов стан­
дартных белков и трех изозимов холинэстеразы. На оси абсцисс—молеку­
лярные веса белков, умноженные на 1000; на оси ординат—значения на­
клона (1£а) прямых, умноженные на 30. 1—альбумин, 2—пепсин, 3—гекса­

киназа, 4—лактатдегидрогеназа, 5—уреаза.

большей электрофоретической подвижностью (ХЭ-1) соответствует 
молекулярный вес 160000. У среднего изозима (ХЭ-2) он равен 295000, а 
электрофоретически менее подвижный изозим (ХЭ-3) имеет молекуляр­
ный вес 448000 Учитывая, что методика Хедрика и Смита обеспечивает 
доверительный интервал +5%, получаем следующие значения молеку­
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лярных весов: для ХЭ-1 мол. вес = 160000 8000 (доверительный интер- 
вал= 152000—168000); для ХЭ-2 мол. вес = 295000 14700 (доверитель­
ный интервал = 280300—309700); для ХЭ-3 мол. вес = 448000 1 22400 (до- 
верительный интервал = 425600—470400).

Полученные значения хорошо согласуются с литературными данны­
ми, в частности с результатами Уильсона и сотр. [18], которые показали, 
что в сердце эмбриона цыпленка имеется три изозима фермента, причем 
среди них доминирует изофермент с меньшей электрофоретической 
подвижностью (то же самое было показано нами [2]). Молекулярные 
веса трех изозимов холинэстеразы эмбриона, которые были определены, 
как и в наших экспериментах, методом Хедрика и Смита, имеют значе­
ния, близкие к полученным нами в экспериментах с холинэстеразами 
сердца взрослых крыс. Так, согласно Уильсопу, молекулярные веса изо­
зимов равны: ХЭ-1 =220000, ХЭ-2 = 300000. ХЭ-3 = 420000. Если сравнить 
эти данные с нашими результатами, то видно, что значения молекуляр­
ных весов второго и третьего изозимов почти одинаковы. Некоторое раз­
личие наблюдается только у первого нзозима. Работы Скангель-Крамска 
п Немерко [17] показывают, что фермент из периферического нерва кро­
лика имеет два изозима с молекулярными весами 170000 и 310000 соот­
ветственно. Предполагается, что тяжелая форма фермента является по­
лимером легкой формы. Интересно, что в геле 10% концентрации пояс- 

•• °ляется и третий, менее подвижный изозим.
Таким образом, наши исследования показали, что изозимы холин­

эстеразы сердца крыс имеют разные молекулярные веса, причем они от­
личаются примерно на 150000 единиц. Интересно выяснить, являются 
ли эти изозимы полимером одною и того же мономера? Для определения 
полимерной структуры изозимов нами были поставлены эксперименты 
по выявлению изоферментов в присутствии Па-додецилсульфата и мо­
чевины. Предварительно было показано, что данные вещества расщеп­
ляют белковую молекулу и что с увеличением их концентрации общая 
активность фермента уменьшается (табл. 1). 1 ак, активность холипэсте-

Таблица
Активность холинэстеразы в гомогенатах с раз­
личными концентрациями №-додеинлсу.1Ьфата 

и мочевины

Концентрация 
детергентов

Активность холин 
эстеразы

Л1) О г о

о, 12% + ’М 
0,25% г 2М 
0,50% г 4М

1% 1 8М

115
85
62
20

100
74
54
17
0

разы и гомогенате с 1% 14а-додец|1лсульфатом и 8М мочевиной равна 
нулю, в то время как малые концентрации последних вызывают разлнч-
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ные уменьшения активности фермента. Выявление изоферментов холин­
эстеразы в присутствии различных концентраций детергентов позволяет 
определить особенность их расщепления в зависимости от полимерной 
структуры изозимов. Эксперименты показали, что уменьшение общей 
холинэстеразной активности на 26% приводит к резкому ослаблению 
интенсивности третьего, более агрегированного изозима, количество ко­
торого уменьшается более чем в три раза, в то время как активность 
ХЭ-2 и ХЭ-1 даже несколько увеличивается (табл. 2). Уменьшение ак­
тивности фермента наполовину приводит к исчезновению изозима ХЭ-3;

Таблица 2 
Ферментативная активность отдельных изозимов 
холинэстеразы при уменьшении общей активно­
сти фермента, вызванного расщепляющим дей­

ствием детергентов

Изозимы
Уменьшение общей активности ХЭ,°/0

0 26 16 83

50
ХЭ-2
ХЭ-1

20
15
25
38

о
1ч
10

о 
о

19

интенсивность второго пзозима несколько уменьшается, а количество 
ХЭ-1 продолжает увеличиваться. Дальнейшее расщепление приводит к 
тому, что на электрофореграмме остается только довольно слабо выра­
женный изозим ХЭ-1.

Данные наших экспериментов позволяют заключить, что, по-види- 
мому, Ыа-додецилсульфат с мочевиной вызывают расщепление более 
агрегированных форм фермента на менее агрегированные, причем 
уменьшение более агрегированных форм происходит с некоторым уве­
личением ппзкополимерных изозимов, что свидетельствует о ступенча­
том характере расщепляющего действия детергентов.

Таким образом, эксперименты по выявлению изозимов холинэстера­
зы в присутствии детергентов позволяют предположить, что они являют­
ся полимерами одного и того же мономера, так как, расщепляясь, пере­
ходят друг в друга. Учитывая, что молекулярные веса изозимов холин­
эстеразы отличаются примерно на 150000 единиц, можно предположить, 
что мономер фермента имеет молекулярный вес 75000—80000 и что вы­
явленные нами изоферменты (ХЭ-1, ХЭ-2, ХЭ-3) являются соответствен­
но димером, тетрамером и секстамером. Проводятся дальнейшие иссле­
дования по проверке данного предположения.
Ереванский государственный университет, 

кафедра биофизики Поступило 15.1973 г.
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է. Ս. ԳԵՎՈՐԳք|Ս.Ն, Գ. Լ. ՓԱՆՈՍՑԱՆ

ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ՍՐՏԻ МН,ԻՆԷՍԹԵՐԱՂԻ Ի9.Ո9.ԻՄՆԵՐԻ 1րՈ1,ԵԿՈ1ՎՅԱՐ 
ԿՇԻՌՆԵՐԻ ՇՈՒՐՋ

Ա մ փ n փ n ւ if

Որոշված են առնետների սրտի խոլինէսթերաղի երեր իդողիմների մոյե- 
կո՚ւյար կշիռներր և ցույց է տրված, որ վերջիններս միմյանցից տարրեր- 
վում են մոտ 150000 միավորով։ Ւզո ֆե րմեն տն երի հայտն արերու մր դո -
դեցիլսուլֆատի և միդանյութի առկայութ յամբ ցույց է տայիս, որ, րստ ե- 
րևույթին, խոլինԼսթերադի իզոդիմները իրենցից ներկայացնեմ են միևնոէյն 
մոնոմերի պոլիմերներ. Ենթադրվում Ւ,, որ նրանք միևնույն' 75000— 80000 
մոէեկոլլյար կշիռ ո ւն ե ցո ղ ոչ ակտիվ մոնոմերի դիմեր, տետրամեր և սեկ֊ 
ստամեր ձևերն են.
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