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ИССЛЕДОВАНИЕ КИНЕТИКИ ТЕРМОИНАКТИВАЦИИ 
АЦЕТИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ МОЗГА КРЫС И " 

БУТИРИЛХОЛИНЭСТЕРАЗЫ СЫВОРОТКИ КРОВИ ЛОШАДИ

СЭПП А. В., КРАУЗБЕРК Т. Х„ ЯРВ Я. Л.

Изучена кинетика термоинангивашн։ водорастворимой бутарилхолинэстеразы 
сыворотки крови лошади и мембраносвязанной АХЭ мозга крыс. Показано, что кине­
тика термоинактивации обоих этих ферментов описывается суммой двух процессов 
первого порядка, которые характеризуются разными значениями констант скорости. 
Доли «быстро» и «медленно» инактивирующегося фермента зависят от температуры 
опыта. Вычислены значения активационных параметров для обеих стадий денатура­
ции и обсуждаются возможные причины уменьшения скорости в ходе денатурацией- 
ного процесса. Высказано предположение о том, что денатурированные при нагрева­
нии белки способны в результате разворачивания белковой глобулы более интенсивно 
взаимодействовать с нативными молекулами фермента, повышая тем самым их термо- 
стабильность. Доли «быстро» и «медленно» инактивирующегося фермента опреде­
ляются в таком случае кинетическими параметрами процессов термоденатурацнп п 
образования ассоциатов нативного и денатурированного белков.

Процесс термоинактивации мембраносвязанной АХЭ эритроцитов 
не подчиняется кинетике реакции первого порядка и в интервале темпе­
ратур от 47° до 58° протекает по меньшей мере в две стадии [1], кото­
рые различаются по константам скорости и активационным парамет­
рам. От температуры зависит также отношение долей быстро и медлен­
но инактивирующегося препарата. Эти результаты были объяснены 
двумя альтернативными возможностями, учитывающими протекание 
процесса в двух следующих друг за другом этапах, либо существова­
нием двух, денатурирующихся с разной скоростью, форм фермента [1]. 
При этом возможно, что сложное кинетическое поведение АХЭ эритро­
цитов в процессе тер.моинактивации обусловлено взаимодействием это­
го белка с мембранной структурой, о чем свидетельствует тот факт, что 
для солюбилизации АХЭ мембран эритроцитов необходима обработка 
этого белково-лилидного комплекса ионными детергентами [2].

В настоящей работе поставлена задача исследования кинетики тер­
моинактивации двух разных холинэстераз: мембраносвязанной АХЭ 
мозга крыс и водорастворимой бу'тирилхолинэстеразы (БХЭ) сыворотки 
кРови лошади. Оба эти фермента .имеют субъединичное строение [3, 4]. и 
их субъединицы характеризуются величиной М. Так как сывороточный 
фермент истинно растворим в воде, его свойства, в том числе и законо-
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мерности процесса термоденатурации, не искажены белково-липидными 
взаимодействиями. Можно предположить, что сопоставление данных 
термоинактивации холинэстераз мозга и сыворотки позволяет оценить 
роль липидного компонента в определении свойств и стабильности мем­
браносвязанного фермента.

Материалы и методы

Препарат БХЭ сыворотки крови лошади с уд. акт. 130 Е/мг был 
предоставлен Институтом вакцин и сывороток им. Мечникова (Моск­
ва). Мембранный препарат АХЭ получали из коры больших полуша­
рий головного мозга крыс. Ткань обрабатывали при +4° в гомогениза­
торе из плексигласа (3 мин при 1000 об/мин). Приготовленный на 0,1 М. 
фосфатном буфере (pH 7,4), гомогенат центрифугировали 10 мин 
для удаления кусков ткани и ядер на центрифуге К-24 три 1000 g. Су­
пернатант подвергали второму центрифугированию при 100000 g (45 
мин) на ультрацентрифуге VAC-602. Осадок промывали 0,05 М фос­
фатным буфером и гомогенизировали повторно там же для получения 
микросомной фракции мембран.

Активность обеих холинэстераз измеряли в 0,05 М фосфатном бу­
фере (pH 7,4), спектрофотометрически [5] на спектрофотометре Perkin 
Eimer 402. Концентрация субстрата (ацетилхолин йодистый, ч. д. а.) в 
реакционной среде—20 мМ; концентрация 5,5'-дитиобис (2-нитробензоп- 
ной кислоты) (“., «Реахим») — 0,3 мМ. Измерения начальной скорости 
гидролиза субстрата проводили при 25° при X—412 им.

Опыты по денатурации ферментов осуществляли в термостатиро­
ванных стеклянных реакторах, которые были снабжены термометром 
для контроля температуры, при постоянном интенсивном перемешива­
нии, объем реакционной среды—от 1,5 до 10 мл.

В начале эксперимента необходимый объем буферного раствора 
нагревали до нужной температуры. Затем в реактор вводили раствор 
фермента, подбирая такие соотношения объемов, чтобы уменьшение 
температуры реакционной среды не превышало 0,1—0,2°. В определен­
ное время :из реактора отбирали аликвоты и быстро охлаждали в по­
груженных в ледяную воду пробирках для прекращения процесса дена­
турации. В этих пробах определяли активность исследуемых ферментов, 
как описано выше.

Титрование растворов БХЭ для определения активности фермента 
проводили методом Berry [6]. Используемые реактивы и детали мето­
дики титрования описаны ранее [7].

Обработку кинетических данных и их статистический анализ про­
водили на мини-ЭВМ «Искра-1256».

Результаты и обсуждение

Нагревание растворов БХЭ сыворотки крови лошади и АХЭ мозга 
крыс приводит к необратимой инактивации этих ферментов, скорость 
которой зависит от температуры. Это допускает проведение опытов 
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только в интервале от 50° до 60° в случае АХЭ и от 55° до 65° в случае 
БХЭ. При одинаковой температуре быстрее инактивируются АХЭ 
(рис. 1). Следовательно, наличие связи этого белка с мембранной 
структурой не является фактором, повышающим термостабильность

Рис. 2. Титрование нативной ( ф ) и частично инактивированной (О) бу- 
тирилхолинэстеразы О.О-диэтил-п-нитрофенилфосфатом

Изучение активности холинэстераз проводили при высоких концен­
трациях субстрата, где скорость реакции определяется, в основном, ка­
талитической константой и концентрацией активных центров фермента. 
Для выяснения, какая из этих величин меняется в процессе термоинак- 
тивации, проводили титрование нативного и частично инактивированно­
го препаратов БХЭ. В качестве титранта использовали необратимый ин­
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гибитор О, О-диэтил-п-интрофеиилфосфат. Результаты титрования пред­
ставлены на рис. 2 в виде зависимости остаточной активности фермента 
после окончания реакции ингибирования от концентрации ингибитора- 
Отрезок абсциссы на этом графике равен концентрации активных цен­
тров фермента в реакционной среде, и наклон прямой характеризует ве­
личину молекулярной активности фермента в данных условиях экспери­
мента, ат=у/[Е]. Из рис. 2 видно, что молекулярная активность БХЭ 
остается неизмененной после частичной инактивации препарата при 60°. 
Эти результаты показывают, что наблюдаемое в опыте уменьшение ак­
тивности БХЭ связано только с изменением концентрации активного 
фермента. В таком случае при кинетическом анализе можно принять

д(Е) Ду
сП сП ’ ' ’

где V обозначает начальную скорость гидролиза субстрата в стандарт­
ных условиях. Соотношение (1) использовали также при анализе кине­
тики инактивации АХЭ мозга. Титрование этого фермента затруднено в 
связи с его низкой концентрацией в препарате, не допускающей прове­
дения реакции ингибирования в бимолекулярных условиях.

Для определения кинетического порядка процесса термоинактива­
ции холинэстераз исходили из известного уравнения [8]:

|п (чГ^՜) = 1П1< + П'1П[Е]'

Рис. 3. Определение порядка реакции термоинактивации бутирилхолип- 
эстеразы при 55° ( ф ) и 60° (О)

в котором вместо концентрации фермента [Е] использовали начальную 
скорость гидролиза субстрата V или относительную величину у/у0- При 
этом, исходя из уравнения (2):
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1п(^) = соп^п1п (4֊)֊ (3)

Примеры обработки кинетических кривых инактивации БХЭ, со­
гласно этому уравнению, приведены на рис. 3. В начальный период ин­
активация фермента подчиняется кинетике первого порядка, однако в 
ходе реакции наблюдается отклонение кинетических кривых от этой за­
кономерности. Аналогичные результаты получены также в случае АХЭ 
мозга. Такое сложное кинетическое поведение является характерным 
для многих белков, у которых отклонение процесса денатурации от ки­
нетики перв.ого порядка часто объясняют существованием двух или

Рис. 4. Обработка кривых термоденатурации бутирилхр'лииэстеразы 
(•) и ацетнлхолинэстеразы (О) в координатах кинетического уравне­

ния реакции первого порядка при 60=

большего числа последовательных реакций первого порядка, или развет­
вленным механизмом процесса денатурации [9]- Те же объяснения при­
менимы и в случае изученных холинэстераз, так как обработка резуль­

татов в координатах кинетического уравнения первого порядка 1п
и 1 дает кривую с двумя прямолинейными участками (рнс. 4). Независи­
мо от конкретной модели процесса инактивации фермента (последова­
тельные или параллельные пути реакции) наблюдаемая картина мо­
жет быть писана кинетическим уравнением:

(4)

При достаточно разных значениях констант к, и кз 11Х зна 1сния 

рассчитать из наклонов линейных участков зависимости 1п 

Результаты анализа приведены в табл. 1 и 2-
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Экстраполяция получаемых в координатах 1п ( —} и I прямых к 

( = 0 позволяет точно оценить доли «быстро» и «медленно» инактиви­
рующегося фермента щ и а2 (табл. 1, 2). Доля быстро инактивирующе­
гося фермента определяется температурой опыта. Кроме того, было за­
мечено, что соотношение концентраций быстро и медленно инактиви­
рующейся БХЭ зависит от общей концентрации белка в инкубационной 
смеси. При этом уменьшение концентрации белка дестабилизирует фер­
мент, в связи с чем во всех опытах по определению активационных па­
раметров процесса тер|.моденатура1цпи использовали одинаковые концен­
трации белка.

Таблица I
Константы скорости термоипактивашш бутирилхолииэстеразы сыворотки крови 

лошади в 0,05 М фосфатном буфере при pH 7,4

Температу­
ра, °С «1 к1։ с—1 к2, с—1

55,0
57,5
60,0
65,0

0,70 
0,75 
0,80
0.94

(3,64+0,19) 10-1 
(1,11+0,12) 10֊3 
(5.02+1.10) 1023 
(5,85+0,98) 10 ■

(1,14+0,27) 10-։
(4,10+0,67) 10֊։
(8,65+0,87) 10՜։
(5,57+2,31) 10՜3

Таблица 2
Константы скорости термоииактпвацип ацетилхолииэстеразы мозга крыс 

в 0,05 М фосфатном буфере при pH 7,4

Температу­
ра, ’С к։, с—1 к3, с֊1

(3,48+1,98) 
(7,45+2.31) 
(2,12+0,19)

50,0 0,20 (1,06+0,15) 10—3
52,5 0,55 (2,90+0,19) 10֊3
55,0 0,70 (4,15+0,51) 10՜3
57,5 0,81 (9,09+3,50) 10՜3
60,0 0,93 (3,14+0,81) 10-2

10֊։
10՜՜։
10՜3

Для описания температурной зависимости констант скорости инак­
тивации холинэстераз использовали уравнение Аррениуса:

Еа1п к = 1пА — у-тр- (5)

Это уравнение соблюдается в случае обеих холинэстераз и допускает 
расчет величины Еа процесса инактивации (рис. 5). Процесс инактива­
ции холинэстераз характеризуется высокими значениями Еа, которые 
приведены в табл. 3- Судя по литературным данным [9], подобные высо­
кие значения активационной энергии являются весьма характерными 
для денатурации белков. Согласно общим представлениям о механизме 
и характере изменения строения белков в процессе их денатурации, 
предполагают, что величина Еа зависит от природы и количества раз­
рываемых при денатурации связей [9]. Высокие значения Еа свидетель­
ствуют о разрыве большого числа слабых и, вероятно, некооперативных 
взаимодействий. Разрыв небольшого числа сильных и кооперативных 
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взаимодействий приводит к относительно «изким значениям Еа. При­
меняя эти выводы в отношении холинэстераз, можно утверждать, что 
термоинактивация БХЭ сопровождается разрывом большого числа сла­
бых связей, поддерживающих нативную структуру фермента. Получен­
ные результаты свидетельствуют также о том, что связь белка с липид­
ной мембраной, очевидно, уменьшает число критических взаимо­
действий, разрыв которых приводит к инактивации фермента, где опре­
деленную роль могут играть свойства мембраны, также зависящие от 
температуры. Зависимость ряда физико-химических параметров мем­
бран может быть описана функцией типа уравнения Аррениуса [10]. 
Получаемые при этом эффективные значения Еа зависят как от приро­
ды наблюдаемого процесса, так и от строения и состава мембран. Эти 
активационные параметры не превышают 15—17 ккал/моль, что значи-

Рпс. 5. Определение величины Еа для первой и второй стадий процесса 
термоинактпвации бутирилхолинэстеразы (1 и 2) и ацетилхолинэстеразы

(3 и 4)

тельно ниже Еа для термоденатурации мембраносвязанной АХЭ. Инте­
ресно добавить, что в этом интервале значений Еа находится актива­
ционная энергия 13,8 ккал/моль, полученная для процесса термоинакти­
вации мускаринового холинорецептора мозга [12]. Учитывая результа­
ты опытов по солюбилизации этого мембранного белка [13], можно за­
ключить, что рецепторный белок связан с мембранной структурой 
очень тесно, и его стабильность определяется, в основном, состоянием 
липидного бислоя.

Как видно из табл. 3, значения Еа начальной и конечной стадии 
процесса термоинактпвации АХЭ, а также конечной стадии термоинак- 
тивации БХЭ близки. Исключением является начальный период термо- 
Денатурацци растворимой БХЭ, для которого значение Еа=114 
ккал/моль отличается от остальных величин Еа. По-видимому, только 
этот процесс протекает в условиях, значительно отличающихся по ха-

253



рактеру взаимодействий нативного белка с окружением. Можно объяс­
нить изменения наблюдаемой активационной энергии в ходе процесса 
денатурации БХЭ образованием между нативными (14) и уже денатури­
рованными (Б) молекулами белка комплексов (агрегатов), К'В., ста­
билизирующих 'нативный белок.

к,
К - О, (6)

Н + ։О-’КР։, (7)
к։

КВ։֊.0։+1. (8)
Согласно этой схеме, наблюдаемые кинетические закономерности опре­
деляются скоростью денатурации И и NO!, а также условиями об­
разования комплекса НОХ. Можно предположить, что последняя ре­
акция быстрая, и экспериментальные значения констант скорости к։ и 
к2 характеризуют процессы (6) и (8).

Таблица 3
Значения Еа термоин активации холинэстераз

Фермент Еа, ккал/моль Еа, ккал/моль

Ацетилхолннэстераза 
мозга крыс

Бутирилхолинэстераза 
сыворотки лошади

68+15

И 4+8

78+19

73+17

Описанные агрегаты могут образоваться с участием разных функ­
циональных групп, маскированных в нативной структуре белка и осво­
бождающихся только при развертывании его глобулярной структуры в 
процессе денатурации. Вероятно, что в качестве стабилизирующего ком­
понента могут выступать любые белки, которые денатурируются в дан­
ных условиях. Реакционной схемой (6—8) можно объяснить также ки­
нетику денатурации ЛХЭ мозга, однако в этом случае Еа для стадии 
(6) и (8) одинакова. Следовательно, количество тех решающих взаимо­
действий, которые определяют стабильность белка в состояниях N и 
ND,, существенно не меняется, в чем может сказываться роль связи 
этого белка с мембранной структурой.

THERMAL INACTIVATION OF ACETYLCHOLINESTERASE PROM 
Ri\T BRAIN AND BUTYRYLCHOLINESTERASE FROM

HORSE SERUM

SEPP A. V., KRAUSBERK T. ||„ jARV J. L.

Chair of Organic Chemistry, Slate University, Tartu, Estonian SSR

The kinetics of thermal inactivation of two different cholinesterases, 
the membrane-bound acetylcholinesterase from rat brain and the water- 
soluble butyryicholinesterase from horse serum has been investigated at 
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various temperatures. For both enzymes the inactivation reaction can be 
described as a combination of two first-order processes with different 
rate constants. These rate constants as well as the ratio of the rapidly 
and slowly inactivating enzyme quota depend strongly upon temperature. 
The activation energy (E3) for the initial step of butyrylcholinesterase 
Inactivation is remarkably high, that of the slow step is lower and is 
close to the appropriate values for both slow and rapid steps of acetyl­
cholinesterase inactivation. This great change of the reaction rate during 
the denaturation process as well as the change of the Ea in the case of 
butyrylcholinesterase may be explained by formation of a complex bet­
ween the native and denatured protein molecules that stabilizes the na­
tive protein against thermal inactivation.
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