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Исследован ферментативный гидролиз дихолинового эфира пробковой 

кислоты (ДХЭ6) под действием бутирилхолинэстеразы сыворотки крови ло-
шади (БХЭл). Установлено, что в системе БХЭл + ДХЭ6 на первой стадии гид-
ролиза накопление пробковой кислоты (ДК6), в отличие от БХЭч (сыворотки 
крови человека) + ДХЭ8 (дихолиновый эфир себациновой кислоты), проис-
ходит исключительно вследствие нарушения отношений между ДХЭ6 и моно-
холиновым эфиром пробковой кислоты (МХЭ6). Показано, что вопреки силь-
ной разнице реакционных способностей ДХЭ6 и МХЭ6 (приблизительно в 450 
раз) в течение первой стадии ~ 40% ДХЭ6 превращается в ДК6. Предложен 
возможный механизм, объясняющий данный тип нарушения конкурентности. 

 
Бутирилхолинэстераза – дихолиновый эфир пробковой кислоты – кинетика 

гидролиза – нарушение конкурентности 
 
Ուսումնասիրվել է խցանաթթվի դիխոլինային էսթերի (ԴԽԷ6) ֆեր-

մենտային հիդրոլիզը ձիու արյան շիճուկի բութիրիլխոլինէսթերազի 
(ԲԽԷձ) ազդեցությամբ: Հաստատված է, որ ԴԽԷ6 + ԲԽԷձ համակարգում 
հիդրոլիզի առաջին փուլում խցանաթթվի կուտակումը, ի տարբերություն 
ԴԽԷ8 (սեբացինաթթվի դիխոլինային էսթեր) + ԲԽԷմ (մարդու արյան 
շիճու-կի բութիրիլխոլինէսթերազ) համակարգի, տեղի է ունենում 
բացառապես  ԴԽԷ6-ի և խցանաթթվի մոնոխոլինային էսթերի (ՄԽԷ6) միջև 
հարա-բերության խախտման հետևանքով: Ցույց է տրված, որ չնայած 
ԴԽԷ6-ի և ՄԽԷ6-ի ռեակցիոնունակության մեծ տարբերությանը (գրեթե 
450 անգամ), ռեակցիայի առաջին փուլում ԴԽԷ6-ի մոտ 40%-ը վեր է 
ածվում խցանա-թթվի: Առաջարկված է հնարավոր մեխանիզմ, որը 
բացատրում է մրցակ-ցության խախտման այս տիպը: 

 
Բութիրիլխոլինէսթերազ - խցանաթթվի դիխոլինային էսթեր – հիդրոլիզի 

կինետիկա - մրցակցության խախտում 
 
The enzymatic hydrolysis of suberic acid dicholine ester (DChE6) by horse 

blood serum butyrylcholinesterase (BChEh) has been studied. It was found out that 
in contrast to BChEhum (human serum butyrylcholinesterase) + DChE8  (sebacic 
acid dicholine ester) system, the accumulation of suberic acid (DA6) in the BChEh 
+ DChE6 system during the first stage of hydrolysis occurs exclusively as a result 
of the disturbance of the ratio between DChE6 and suberic acid monocholine ester 
(MChE6). It was shown that despite of the strong difference of reactivities of 
DChE6 and MChE6 (approximately 450 times) approximately 40% of DChE6 is 
converted into DA6 during the first stage. A possible mechanism explaining this 
type of the disturbance of competitiveness was proposed.  

 
Butyrylcholinesterase  –  suberic acid dicholine ester – kinetics of  hydrolysis 

disturbance of competitiveness 
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Известно, что болезнь Альцгеймера тесно связана с соотношением 

активности холинацетилтрансферазы, ацетихолинэстеразы и бутирил-
холинэстеразы в пресинаптических ганглиях мозга. Один из путей лечения 
этой болезни основан на применении антихолинэстеразных препаратов, 
имеющих различное сродство к ацетилхолинэстеразе (АХЭ, НФ 3.1.1.7) и 
бутирилхолинэстеразе (БХЭ, НФ 3.1.1.8) – такрин, ривастигмин, галан-
тамин, донепезил [10, 13, 16]. В связи с этим наблюдается новый всплеск 
особого внимания к холинэстеразам (ХЭ) и, в частности, к БХЭ. Научные 
исследования последних лет направлены как к поиску новых высоко-
специфичных обратимых ингибиторов холинэстеразного катализа, так и 
изучению активных центров и механизмов каталитического действия упо-
мянутых ферментов [12, 19]. 

Дихолиновые эфиры алифатических дикарбоновых кислот (ДХЭ),  
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которые являются физиологически активными веществами (из них дихоли-
новый эфир янтарной кислоты � дитилин широко применяется в хирур-
гической практике в качестве анестезирующего препарата [5, 6, 9, 15]), 
одновременно являются прекрасными объектами для исследования ката-
литических свойств БХЭ, корреляций типа структура – биологическая ак-
тивность [14]. 

До публикаций последних лет [7, 11] считалось, что независимо от 
длины полиметиленовой цепи в кислотном фрагменте молекулы ДХЭ реак-
ция холинэстеразного гидролиза этих субстратов протекает двухста-
дийным механизмом, без нарушения чисто конкурентных отношений. При 
этом в течение первой стадии гидролиза под действием фермента расще-
пляется  только одна из эфирных связей, в результате чего образуются 
монохолиновый эфир (МХЭ) и холин. Вторая стадия реакции - гидролиз 
МХЭ (он начинается только после практически полного исчерпания ДХЭ в 
реакционной среде), в результате которого образуется  дикарбоновая кис-
лота (ДК) и холин [2, 3, 14, 17].    

Однако в недавних наших работах [7, 8, 11] было показано, что фер-
ментативный гидролиз ДХЭ высших дикарбоновых кислот, начиная с 
пробковой кислоты (n � 6), под действием БХЭ сыворотки крови человека 
(БХЭч) протекает с существенными отклонениями от вышеописанного ме-
ханизма. Накопление дикарбоновой кислоты наблюдается не только после 
полного исчерпания ДХЭ, но также протекает параллельно гидролизу ДХЭ 
в течение первой стадии [8]. В этой же работе показано, что при гидролизе 
ДХЭ себациновой кислоты (ДХЭ8) “преждевременное” образование ДК 
происходит по двум механизмам параллельно: по механизму конкури-
рующих субстратов (механизм - А) и ранее неизвестному механизму 
(механизм - Б), который предполагает нарушение конкурентности между 
молекулами субстратов ДХЭ и МХЭ. Суть нарушения конкурентности 
заключается в том, что некоторая доля молекул монохолинового эфира 
себациновой кислоты (МХЭ8), образующаяся в активном центре фермента 
(в результате гидролиза ДХЭ8),  гидролизуется, не “успевая” покинуть его. 

В настоящей работе показано, что при ферментативном гидролизе 
ДХЭ пробковой кислоты (ДХЭ6) под действием БХЭ сыворотки крови 
лошади (БХЭл) “преждевременное” образование пробковой кислоты про-
текает при полном отсутствии механизма А, и накопление ДК на первой 
стадии гидролиза ДХЭ протекает исключително по механизму Б, т.е. толь-
ко вследствие нарушения конкурентных отношений между ДХЭ6 и (МХЭ6). 
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Материал и методика. Скорость ферментативного гидролиза  ДХЭ6 оп-

ределяли методом прямого потенциометрического титрования образующихся при 
гидролизе кислотных продуктов в реакционной среде, содержащей 4�10-3 М 
фосфатного буфера на приборе pH-stat марки “Radiometer Analytical TitraLab854”. 
Определения проводили в термостатируемой ячейке прибора при 25±0.1° и pH 
7.0±0.05. Начальная концентрация субстрата в реакционной среде составляла   
2�10-4 ÷ 2�10-3 М. В качестве титранта использован 0.1 M раствор NaOH. 
Препарат БХЭл с удельной активностью 100 Е/мг производства РФ. Дихолиновый 
эфир пробковой кислоты синтезирован согласно описанной методике [2, 5, 6, 14].  

Наличие в реакционной среде дикарбоновой кислоты на разных этапах 
реакции определяли качественно методом тонкослойной хроматографии с исполь-
зованием подвижной фазы бензол - метиловый спирт - уксусная кислота, с соотно-
шением объемов 45:8:4 соответственно и проявителя – бромкрезологого пурпурного.  

 
 
 
Результаты и обсуждение. Кинетика полного ферментативного 

гидролиза ДХЭ6. На рис.1 показана зависимость накопления “кислотного 
продукта” (рассчитанная исходя из расхода количества титранта – NaOH)  
в течение реакции холинэстеразного гидролиза ДХЭ6 при его начальной 
концентрации, равной 3.0�10-4 М. Здесь под “кислотным продуктом” 
подразумеваются как МХЭ6, так и ДК6, кислотные группы которых при 
данных значениях pH титруются одинаково и следовательно неразличимы. 
Согласно полученной кривой, на которой имеется выраженный излом, 
реакция протекает в две стадии, что в общих чертах согласуется с 
наблюдаемой картиной, характерной для сукцинилдихолина и других 
членов ряда [18]. Сначала накопление кислотного продукта в реакционной 
среде происходит монотонно, практически с постоянной скоростью. Лине-
йное нарастание концентрации продукта наблюдается до накопления его 
определенного количества, равного приблизительно 4.2�10-4 М, при дости-
жении которого кинетика реакции меняется, что выражается в резком 
снижении скорости реакции гидролиза и отклонении зависимости от 
линейности. Учитывая низкую скорость реакции гидролиза МХЭ6, для про-
ведения эксперимента в приемлемом временном интервале в реакционную 
систему добавлено дополнительное количество фермента (в двадцать раз 
превышающее начальное количество, что, безусловно, учтено в расчетах 
кинетических параметров и построении теоретической кривой).  

Далее, как показано на рис. 1, кр. а, скорость реакции монотонно 
убывает и по достижении кислотного продукта, равного ожидаемому тео-
ретическому количеству (два эквивалента на 1 М ДХЭ6), скорость реакции 
приближается к нулю.  

Таким образом, общая картина кинетического поведения гидролиза 
ДХЭ6 соответствует ранее описанному ферментативному гидролизу ДХЭ. 
Однако концентрация кислотного продукта в конце первой стадии фер-
ментативного гидролиза, т.е. до момента отклонения зависимости от практи-
чески линейной, значительно больше ожидаемого 3�10-4 М и равна ~ 4.2�10-4 
М.  

Результаты хроматографического анализа реакционной смеси гидро-
лиза ДХЭ6 показали наличие возрастающего количества дикарбоновой 
кислоты  практически в течение всей реакции. 
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Рис 1.  Зависимость накопления кислотного продукта в реакции ферментативного 
гидролиза субстрата, при [ДХЭ6]0 = 3 � 10-4 М, под действием БХЭ от времени  

       (а- экспериментальная и б- расчетная). Пунктирными линиями 1 и 2 указано 
ожидаемое количество кислотного продукта  в конце первой и второй  стадий реакции, а 
пунктирной линией 3– наблюдаемое в эксперименте количество кислотного продукта в 

конце первой стадии (остальные условия эксперимента в тексте). 
 
 
Определение константы ингибирования (Ki) холина. Значение Ki 

для холина определяли исходя из предположения о конкурентном типе 
ингибирования реакции гидролиза МХЭ6  и соответственно использовали 
известное уравнение (2) 
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где V(МХЭ) – наблюдаемая начальная скорость реакции гидролиза МХЭ6 в 
присутствии холина, Vmax(МХЭ) – максимальная скорость реакции гидролиза 
МХЭ6, Km(МХЭ) – константа Михаэлиса,  Ki -  константа ингибирования хо-
лина, [холин] – концентрация холина в реакционной смеси.  

Начальные скорости реакции гидролиза МХЭ6 определяли по дан-
ным второй стадии ферментативного гидролиза ДХЭ6. В экспериментах 
начальная концентрация МХЭ6 составляла 2.0�10-4, 3.3�10-4 и 2.0�10-3 М, 
а полученные значения Ki равны (0.7�0.1)�10-3, (1.5�0.5)�10-3 и (1.2�0.5)�10-
3 М соответственно. Для дальнейших расчетов использовано среднее значе-
ние полученных данных, составляющее (1.1�0.4) �10-3 М.  

Расчет теоретических кривых двухстадийного ферментативного 
гидролиза ДХЭ6. Для построения расчетных кинетических зависимостей 
реакции ферментативного гидролиза ДХЭ6 нами использованы как данные, 
приведенные выше, так и ранее опубликованные результаты исследований 
индивидуальных соединений ДХЭ6 и МХЭ6 [1]. Ниже приведены значения 
Km и Vmax  для ДХЭ6 и МХЭ6 и Ki холина, примененные для расчетов: 
значение Km(ДХЭ6) равно (0.89�04)�10-6 М; Km (МХЭ6) равно (0.9�0.1)�10-3 
М; соотношение Vmax(ДХЭ6)/Vmax(МХЭ6) равно 4.5; значение Ki холина равно 
(1.1�0.4)�10-3 М. 

Расчеты суммарной скорости ферментативной реакции гидролиза 
конкурирующих субстратов проводили по уравнению (3) [4]: 

)3(                                   ,VVV
)ДХЭ()МХЭ(

+=  

 
где V – скорость суммарной реакции для смеси, содержащей МХЭ6 и 
ДХЭ6, V(МХЭ) и V(ДХЭ) скорости превращений МХЭ6 и ДХЭ6 в реакционной 
смеси субстратов, выражаемые уравнениями (4) и (5): 
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Km(МХЭ) и Km(ДХЭ) – константы Михаэлиса МХЭ6 и ДХЭ6 соответственно, Ki 
- константа ингибирования холина, Vmax(МХЭ) и Vmax(ДХЭ) – максимальные 
скорости реакций гидролиза, [I], [МХЭ] и [ДХЭ] – концентрации холина, 
МХЭ6 и ДХЭ6 соответственно. При этом, как свидетельствуют приведен-
ные уравнения, сделано предположение об отсутствии нарушений конку-
рентнности между ДХЭ6, МХЭ6 и холином. 

Для получения доступной проверки зависимости концентрации про-
дукта [P] от времени t применен численный метод. Расчеты проведены с 
помощью компьютерной программы Microsoft Office Excel 2003. Для полу-
чения  кривой [P] = f(t) взяты промежутки времени ∆t = const, а их число 
составляет не менее 80 точек. 

Наложение теоретической и экспериментальной кривых накопления 
кислотного продукта в зависимости от времени для полного (по двум 
сложноэфирным связям) ферментативного гидролиза ДХЭ6 показано на  
рис. 1. Как видно из приведенного рис., начальный участок теоретической 
кривой тесно ложится на экспериментальную кривую. Однако теорети-
ческая кривая изламывается значительно раньше экспериментальной. Как 
и следовало ожидать, излом на теоретической кривой соответствует точке 
[P] ≈ 3.0�10-4 М (исходная концентрация ДХЭ6), что является следствием 
большой разницы в реакционных способностях ДХЭ6 и МХЭ6 (соот-
ношение Vmax(ДХЭ6)/Km(ДХЭ6) в 450 раза больше, чем соответствующая вели-
чина для МХЭ6). В этой точке, согласно проведенным расчетам, ДХЭ6 в 
реакционной среде должен быть полностью исчерпан, а концентрация 
МХЭ6 максимальна и соответствует исходной концентрации ДХЭ6. Из того 
же рис. видно, что теоретическая кривая, описывающая вторую стадию, 
вполне приемлемо воспроизводит экспериментальную зависимость. Эти 
результаты подтверждают, что использованные нами для расчетов кине-
тические параметры достаточно хорошо описывают течение реакции в тех 
участках, где соблюдаются чисто конкурентные отношения между реа-
гирующими веществами.  

Из приведенных данных очевидно также, что нарушение конку-
рентности наблюдается на первой стадии реакции. Нами была рассчитана 
кривая [P] = f(t) для первой стадии формально допуская, что [ДХЭ6]0 = 
4.2�10-4 М, что соответствует концентрации продукта на экспери-
ментальной кривой в точке излома. Согласно полученным результатам, 
теоретическая зависимость вполне удовлетворительно описывает экспе-
римент. Этот результат указывает на то, что нарушение конкурентности не 
оказывает существенного влияния на кинетику реакции и отражается на 
количестве образующихся кислотных продуктов. Рассмотрение матери-
ального баланса реагирующих веществ и их качественного состава пока-
зывает, что дополнительный прирост кислотного продукта на первой 
стадии обусловлен образованием ДК6.  

Для объяснения совокупности полученных данных нами сделано 
предположение, что комплекс Михаэлиса [E¤ДХЭ6] после гидролиза одной 
из эфирных связей переходит в комплекс [E¤МХЭ6¤холин], который 
частично распадается или образуя свободный фермент, МХЭ6 и холин, или 
свободный фермент, ДК6 и холин.  Именно второй путь распада и приводит  
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к нарушению конкурентных отношений между  ДХЭ6 и МХЭ6. В  данном 
случае, исходя из концентрации в точке излома экспериментальной кри-
вой, можно сделать предположение, что приблизительно 0.4 часть 
[E¤ДХЭ6¤холин] комплексов приводит к образованию ДК6. 

Таким образом, предложенную нами упрощенную схему первой 
стадии ферментативного гидролиза ДХЭ6 можно представить следующим 
образом (схема 1), где взаимопревращение комплексов Михаэлиса вклю-
чено в большие квадратные скобки. 

E + ÄÕÝ [E  ÄÕÝ] [E  ÌÕÝ  õîëèí]
E + ÌÕÝ+ õîëèí

E + ÄÊ + õîëèí
 

Схема 1. Вероятная схема механизма первой стадии ферментативного гидролиза ДХЭ6 
под действием  БХЭл (Е – фермент). 
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