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рены работы с применением мембранного «субстратного» электрода, рН-
стеклянного электрода, окислительно-восстановительного платинового элект-
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I. ВВЕДЕНИЕ

Особое внимание к изучению холинэстераз (ХЭ) объясняется не толь-
ко физиологическим значением этого фермента, который играет сущест-
венную роль в передаче нервного импульса, но и его большим практи-
ческим значением в медицине, токсикологии, фармакологии, направлен-
ном синтезе некоторых пестицидов, в аналитической химии. По уровню
активности этого фермента диагностируют некоторые заболевания, оп-
ределяют отравления некоторыми фосфорорганическими соединениями
и карбаматами. Холинэстераза является мишенью действия некоторых
инсектоакарецидов и, следовательно, для их направленного синтеза
необходимо знать особенности свойств холинэстераз различных живот-
ных. В аналитической химии ферментативный анализ фосфорорганиче-
ских соединений и карбаматов по холинэстеразной активности является
уникальным по своей чувствительности и избирательности.

Холинэстераза является высокоспецифичным катализатором гидро-
лиза холиновых эфиров и их тиопроизводных, а также катализатором гид-
ролиза некоторых ароматических и алифатических эфиров карбоновых
кислот1. Холинэстеразы, которые гидролизуют с наибольшей скоростью
ацетилхолин, получили название истинные холинэстеразы или ацетил-
холинэстеразы (АХЭ) (К.Ф. 3.1.1.7), а холинэстеразы, гидролизующие о
наибольшей скоростью другие холиновые эфиры (бутирилхолин, про-
пионилхолин, бензоилхолин и т. д.) называют ложными холинэстераза-
ми или холинэстеразами (К.Ф. 3.1.1.8). Природным субстратом холин-
эстераз является ацетилхолин, при ферментативном гидролизе которо-.



1938 Ε. Α. Матерова, Е. Б. Никольская

го получается спирт — холин и уксусная кислота:
хэ

fCH3CO—О-СН2—СНа—N (СН3)3]
+ + НаО £ : СН3СООН + [ H O - C H 2 - C H 2 - N (СН3)3]+

Все исследования холинэстераз, связанные с их каталитическими
свойствами, обязательно включают определение активности фермента
или скорости ферментативного гидролиза. Для решения этих задач на-
ряду с другими методами 2 · 3 широкое применение нашли ионоселектив-
ные электроды. Высокая избирательность, достаточно высокая чувстви-
тельность метода, возможность автоматизации при сравнительной про-
стоте проведения анализа и несложности приборного оформления сде-
лали ионометрию весьма привлекательным, а иногда незаменимым мето-
дом изучения свойств и активности холинэстераз, а также анализа их
субстратов, ингибиторов и активаторов4·5.

При исследованиях холинэстераз могут использоваться ионоселек-
тивные электроды, чувствительные либо к субстрату, например к холи-
новым эфирам, либо к продуктам гидролиза — спирту или кислоте.

II. «СУБСТРАТНЫЙ» ЭЛЕКТРОД

В настоящее время используется только один ионоселективный мем-
бранный электрод, чувствительный к холиновым эфирам, который по-
лучил название субстратного электрода8. Электрод основан на жидко-
стной мембране (5%-ный раствор тетра(парахлорфенил) бората ацетил-
холина в 3-о-нитроксилоле) и является первым ионоселективным элек-
тродом, чувствительным к органическим катионам. Этот электрод пред-
ложен впервые Баумом для исследования холиновых эфиров, впослед-
ствии был использован им для определения холинэстеразной активно-
сти7, кинетических характеристик АХЭ и ХЭ 8 · 9 и их субстратной спе-
цифичности 9.

При изучении селективности этого электрода по отношению к раз-
личным холиновым эфирам9 оказалось, что она повышается от холина
к бензоилхолину в 105 раз в следующей последовательности: холин<
<ацетилхолин<пропионилхолин и ацетилметилхолин<бутирилхолин<
<валерилхолин<бензоилхолин. Чувствительность электрода к ионам
щелочных металлов7 оказалась очень малой по сравнению с ацетилхо-
лином: так, для ионов калия и аммония чувствительность меньше в 103

раз, а для ионов натрия даже в—10 4 раз. Определенные с помощью
субстратного электрода кинетические характеристики ферментативного
гидролиза (константа Михаэлиса и максимальная скорость) для АХЭ
электрического органа угря и ХЭ сыворотки крови лошади находятся в
удовлетворительном согласии с имеющимися в литературе значениями
этих величин10. Баум и сотр.9 успешно использовали электрод и для
анализа биологических сред — для определения холинэстеразной актив-
ности в крови.

Недостатком метода «субстратного электрода» для кинетических ис-
следований является уменьшение его чувствительности при увеличении
концентрации холиновых эфиров, практически ограничивающая область
его применения пределом концентрации субстрата немногим больше
10~3 М, поскольку оптимальным вариантом проведения ферментативно-
го гидролиза и регистрации его скорости по изменению концентрации
субстрата является прохождение гидролиза на 5% за приемлемый для
опыта промежуток времени; этого нельзя ожидать при концентрации
субстрата>10~3 М. Для изучения действия необратимых ингибиторов
при проведении ингибиторного анализа субстратный электрод приме-
нять, по-видимому, тоже нельзя, так как для прекращения действия ин- й
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гибитора требуется большая концентрация субстрата (~10~2 Λί) и - 1 3 .
Кроме того, следует отметить, что большая группа обратимых и неко-
торые из необратимых ингибиторов холинэстераз содержат в своей
структуре группу четвертичного азота* и могут вследствие этого замет-
но влиять на показания субстратного электрода.

III. ПРИМЕНЕНИЕ рН-СТЕКЛЯННОГО ЭЛЕКТРОДА

Исторически первым ионоселективным электродом, использованным
для определения активности холинэстераз, был стеклянный рН-элек-
трод1 4·1 5.

В работе16 был предложен метод, основанный на измерении скоро-
сти изменения рН реакционной среды за счет накопления в ней уксусной
кислоты при ферментативном гидролизе ацетилхолина в небуферной
или слабобуферной среде. Автор 16 использовал этот метод для изуче-
ния холинэстеразной активности эритроцитов и плазмы крови. Метод
получил название «Δ рН».

Исключительная простота метода «Δ рН», его высокая чувствитель-
ность привлекла к нему внимание многих исследователей, которые мо-
дифицировали метод, внеся в него ряд усовершенствований4.17-35. Метод
«Δ рН» нашел применение в клинических исследованиях ХОЛИНЭСТР-
раз1в, го-га, 24,25,28) в токсикологии 1 8 · 1 9 · 2 3 · 2 6, фармэкологии26, для изуче-
ния ингибиторов и инсектицидов " • 1 8 · 2 3 , в аналитической химии для мас-
совых экспресс-анализов5·зв (до 50 анализов в час). Следует отметить,
что известные сейчас холинэстеразные ферменты электроды5·3 7-4 0, опи-
санные ниже, также имеют в основе метод «Δ рН».

Однако наряду с многими положительными качествами метод
«Δ рН» имеет и ряд недостатков. Во-первых, этот метод требует допол-
нительной калибровки для получения абсолютных значений активности
холинэстераз31-34. Во-вторых, чувствительность метода резко зависит от
буферности системы, так что он может быть использован только для не-
буферных и слабобуферных сред. В-третьих, значительные ошибки свя-
заны с влиянием СО2 воздуха, следовательно, необходима хорошая за-
щита от СО2.

Часть этих недостатков удается избежать в методе погенциометри-
ческого титрования при постоянном рН, где накапливающаяся при гид-
ролизе кислота оттитровывается щелочью14·15· 41~49. Титрование можно
осуществлять автоматически50"52.

В модификации Яковлева49 с применением бюретки-капилляра ме-
тод потенциометрического титрования оказался очень удобным для ки-
нетических исследований; трудно указать область изучения холинэсте-
раз, где бы его не применяли. Григорьева53 предложила еще одно усо-
вершенствование метода — подтитровку субстратом одновременно с ти-
трованием выделяющейся кислоты щелочью, что позволило проводить
исследования при очень малых постоянных концентрациях субстрата
(1·10~5 Μ). Такие низкие концентрации субстрата можно использовать
только в методе субстратного электрода.

Метод потенциометрического титрования стал своеобразным стандар-
том при апробации других новых методов изучения активности холин-
эстераз. Следует однако отметить ограничения этого метода: его приме-
нению мешают СО2 воздуха и высокая буферность среды; необходимы
сравнительно большие объемы растворов реагирующих веществ, так как
при уменьшении объема реакционной среды заметно уменьшается точ-
ность метода.
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IV. ПРИМЕНЕНИЕ ДРУГИХ ИОНОСЕЛЕКТИВНЫХ ЭЛЕКТРОДОВ

Как уже отмечалось, ион водорода — первым из продуктов холин-
эстеразного гидролиза стал объектом ионометрии. В настоящее время
ионометрия настолько далеко продвинулась вперед как в качественном,
так и в количественном отношениях, что стало возможно использовать
для изучения холинэстераз и другие ионы — продукты ферментатив-
ного гидролиза. Ионоселективные мембранные электроды на основе
трифторацильных групп, чувствительные к анионам ацетата, пропиона-
та и бутирата разработаны в лаборатории ионометрии Ленинградского
государственного университета" и использованы для определения ак-
тивности холинэстераз в лаборатории химии биологически активных ве-
ществ Института эволюционной физиологии и биохимии. Опыты показа-
ли, что определять активность холинэстеразы таким способом можно; од-
нако исследуемые электроды оказались недостаточно избирательны к
анионам карбоновых кислот в присутствии анионов хлора и брома в
100—1000-кратном избытке по сравнению с определяемым ионом. Ис-
ключить мешающие ионы обычно нельзя или достаточно трудно. Поэто-
му для успешного применения этого метода необходимо иметь другие
анион-чувствительные ионоселективные электроды с большей избира-
тельностью к исследуемым анионам в присутствии Вг~ и С1".

Изучение активности холинэстераз можно проводить по другому
продукту гидролиза — спирту, например холину, который имеет катион-
ную группу четвертичного азота. Холиновый электрод существует55, но
пока нет сведений о его применении для анализа холинэстеразного гид-
ролиза.

Более удачным объектом для применения ионометрии оказался тио-
холин. Дело в том, что тиохолин за счет —SH-группы является сравни-
тельно сильным восстановителем, окисляясь многими окислителями, в
том числе и кислородом воздуха, до дисульфида (окислительно-восста-
новительный потенциал этой системы ~300 мВ); это позволяет для оп-
ределения количеств тиохолина использовать окислительно-восстанови-
тельные электроды. Кроме потенциометрических методов при определе-
нии тиохолина также используются амперометрические и полярографи-
ческие3·56. В данном обзоре рассмотрены только потенциометрические
методы.

В 1962 г. авторы работы" использовали платиновые электроды для
определения активности холинэстераз с тиоловыми эфирами по количе-
ству тиохолина. Два платиновых электрода и электрод сравнения
(хлорсеребрянный электрод) помещали в буферный раствор фермента,
к которому добавляли раствор йодистого калия. Через раствор пропу-
скали небольшой постоянный ток (5—25 мкА); при этом на аноде выде-
лялся свободный иод в небольшом постоянном количестве. Платиновый
анод и электрод сравнения подсоединяли к потенциометру. При пропу-
скании тока на аноде возникала постоянная разность потенциалов
(~400 мВ). После добавления в реакционную смесь субстрата тиохо-
линового эфира начинался ферментативный гидролиз, в результате кото-
рого в системе появлялся более активный, чем 1~, восстановитель тиохо-
лин, который вызывал деполяризацию электрода и снижал разность по-
тенциалов. При этом скорость падения потенциала в одном и том же
интервале, например от 300 до 100 мВ: оказалась прямо пропорциональ-
на активности холинэстеразы, а конечное значение потенциала зависе-
ло от концентрации тиохолинового эфира4·5 8. Метод обладает хорошей
чувствительностью и высокой точностью (~1,5%); имеется возможность
автоматизировать анализ59. Авторы метода успешно применили
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его для анализа фосфорорганических соединений и карбаматов60. Сле-
дует отметить, что применение платиновых электродов заставляет с ос-
торожностью относиться к использованию этого метода для исследова-
ния сред с большим количеством белка, так как при этом может про-
изойти «отравление» платины.

Для определения количества тиола, получающегося при гидролизе
тиохолиновых эфиров, используется также HS-чувствительный ионосе-
лективный электрод с поликристаллической мембраной на основе
Ag2S5·6 1·6 2. Этот метод обладает высокой чувствительностью, сочета-
ющейся с достаточной точностью. Однако показания Н5~-электрода во
времени неустойчивы, по-видимому, из-за эррозии поверхности, что за-
метно ограничивает его применение для определения активности холин-
эстераз5. Более надежные результаты получаются при потенциометри-
ческом титровании с серебряным электродомез.

V. ФЕРМЕНТНЫЕ ЭЛЕКТРОДЫ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ХОЛИНЭСТЕРАЗ

Для использования холинэстераз в аналитических целях удобным
является разработанное в 6 4 устройство, которое сочетает иммобилизо-
ванный фермент с соответствующим ионоселективным электродом; оно
получило название ферментный электрод. Ферментные электроды обла-
дают высокой избирательностью и позволяют анализировать не только
ионы, но и неионные органические вещества65.

В обзоре Гильбо5, посвященном применению ферментных электро-
дов в аналитической химии, описан холинэстеразный ферментный элек-
трод, где растворы холинэстеразы иммобилизованы на поверхности
стеклянного рН-электрода с тонкой мембраной *. Кроме раствора ХЭ,
авторы37 таким же способом иммобилизовали раствор субстрата, что
позволило им не только определять концентрацию ингибиторов в реак-
ционной среде, но и оценивать активность ХЭ в биологических пробах.
Однако метод не получил широкого практического применения из-за тех-
нической сложности изготовления электрода и его недолговечности, что
в большой степени определяется способом иммобилизации фермента.

В этом отношении, по-видимому, большое преимущество имеет спо-
соб ковалентного связывания фермента с инертным белком. Такой спо-
соб иммобилизации для ацетилхолинэстеразы разработан группой фран-
цузских исследователей66, что дало им возможность приготовить ацетил-
холинэстеразный электрод3 8·3 9 для определения концентрации ацетил-
холина и ингибиторов холинэстераз — прозерина и эзерина. За два ме-
сяца активность иммобилизованного фермента уменьшалась на 90%;
чувствительность электрода по ацетилхолину составляла 1-10"' М. За-
висимость потенциала электрода от логарифма концентрации ацетилхо-
лина (АХ) в диапазоне концентраций 10~4—10~2 Μ при рН 8,5 сохраня-
лась линейно (A£/lg[AX]~35 мВ). При увеличении концентрации аце-
тилхолина выше 10~2 Μ величина электродного потенциала практиче-
ски не менялась. Таким образом, ацетилхолинэстеразный ферментный
электрод для измерения концентрации ацетилхолина значительно про-
игрывает по сравнению с описанным выше субстратным электродом. Од-
нако при измерении концентрации некоторых ингибиторов АХЭ, напри-
мер никотина, а особенно прозерина (неостигмина) и озерина (физо-
стигмина), ферментный электрод является весьма чувствительным. Так,
линейная зависимость потенциала от логарифма концентрации инги-

Этот электрод был сделан Кроше и Монтальво в 1973 г.37.



Краткая характеристика основных потенциометрических методов определения активности холинэстераз (в оптимальных условиях)

Метод

«ΔρΗ»

Потенциометрическое
титрование при по-
стоянном рН щелочью

Метод субстратного
электрода

Окислительно-
восстановительная по-
тенциометрия

Ионоселективный электрод

рН-электрод (стеклян-
ный)

ρΗ-электрод (стеклян-
ный)

мембранный ионоселек-
тивный электрод, чув-
ствительный к холино-
вым эфирам

окислительно-
восстановительные
электроды

Измеряемый иен

ион водорооа

ион водорода

органические катио-
ны: АХ, ПрХ,
БуХ и других хо-
линовых эфиров

ион тиохолина

Чувствительность метода

по активности
фермента, мг-'

0,02

0,01—0,02

0,01-0,02

0,005

по концентра-
ции субстрата,

ЛАГЛ

(1-5-2)-10-·

1·10~5

М О " 5

М О - *

по концент-
рации

продукта
гидролиза

1-10~в

1·ΙΟ"»

—

М О " 6

Точность
метода

~ю%

- 4 %

~ 8 %

- 1 , 5 %

Ограничения магода

небуферная и малобуферная
среда; мешает присутствие
СО2; требуется специальная
калибровка

малобуферная среда; мешает
присутствие ССЬ; нужен
большой объем реакционной
смеси ( — 10 мл)

нельзя применять высокие
концентрации субстрата
( > 1 0 ~ 3 М); мешает присут-
ствие других соединений чет-
вертичного азота

мешает белковая среда; нуж-
на дополнительная установ-
ка для проведения электро-

лиза; метод требует калиб-
ровки; можно использовать
только тиохолинорые эфиры,
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битора в растворах эзерина наблюдается до 5·10~8 Μ, для прозерина до
5·10~7 Μ, что позволяет считать метод ферментного электрода весьма
перспективным для анализа.

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сравнение возможностей самых распространенных методов: «Δ рН»,
потенциометрическое титрование с рН-электродом, субстратный элек-
трод и окислительно-восстановительный метод Гильбо для тиохолино-
вых эфиров (см. таблицу) показывает, что несмотря на большое число
методов (с учетом их модификации), ни один из них не является уни-
версальным. В каждом конкретном исследовании приходится тщатель-
но выбирать подходящий метод, который тем не менее вносит значитель-
ные ошибки в полученные результаты, часто превышающие случайные
ошибки измерений.

Все это приводит к необходимости искать и создавать новые ионо-
селективные электроды, применение которых усовершенствовало бы ме-
тоды исследования холинэстераз. С нашей точки зрения, такие поиски
должны идти по пути создания новых, более чувствительных «субстрат-
ных» электродов, анион-чувствительных электродов к карбоксил-ионам
с высокой избирательностью в присутствии галогенидных ионов, холино-
вого электрода с высокой избирательностью в присутствии холиновых
эфиров.

Второе направление — это создание новых ферментных электродов
на основе использования препаратов холинэстераз. Для его успешного
развития необходимо промышленное получение высокоактивных и ста-
билизированных препаратов холинэстераз, разработка новых методов
их иммобилизации.
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