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Функционирование ацетилхолинэстеразы (АХЭ, КФ 3.1.1.7) в синап­
сах определяется уровнем квантовой секреции медиаторов. Состояние ак­
тивности АХЭ синаптических мембран при возбуждении нервных оконча­
ний может регулироваться изменениями ионного состава терминалей (*). 
Известно влияние некоторых ионов на активность АХЭ электрического 
органа ската (2, 3), эритроцитов (4, 5) и сипаптосом мозга млекопитаю­
щих (6). Целью настоящей работы является изучение влияния хлоридов 
Na+, К+, Са2+ и Mg2+ в широких пределах концентраций на активность и 
кинетические параметры АХЭ обогащенной фракции синаптических мем­
бран мозга крыс.

Фракции грубых митохондрий (ГМит), синаптических мембран, лег­
ких синаптосом и микросом (из постмитохондриальной надосадочной жид­
кости при 140 000 g, 40 мин.) получали из серого вещества коры больших 
полушарий мозга крыс весом 200 г по ранее описанной методике (’). Фрак­
ции хранили при —10° в течение 1—2 недель в деионизированной воде и 
использовали после однократного замораживания — оттаивания. Белок 
определяли по Лоури. Активность АХЭ определяли по методу Эллмана (8). 
Состав инкубационной среды (3,22 мл) в ммолях: трис-НС1, pH 7,9, 20; 
5,5/-дитио-бис-2-нитробензойная кислота (ДТНБ) 0,31; ацетплтиохолип- 
иодид (АТХ) 0,5; белок 30—100 мкг/мл. После 5 мин. инкубации при 20° 
измеряли Д^412 между опытной и контрольной (без АТХ) пробами. Метод 
Эллмана, позволяющий определить начальную скорость реакции, по нашим 
данным в 30 раз чувствительнее метода Хестрина (9) и требует в 5—7 раз 
меньшее количество ферментного препарата. Константу Михаэлиса (Аы) 
и максимальную скорость реакции (У) определяли по методу Эди-Хофсти 
(см. (10)). Коэффициент Хилла (и), т. е. степень взаимодействия аллосте­
рических центров, связывающих субстрат, рассчитывали разностным ме­
тодом анализа уравнения Хилла для активаторов (“). Растворы солей 
NaCl и КС1 (ос.ч.), СаС12 (ос.ч.) и MgCl2 (х.ч.) готовили на деионизиро­
ванной воде. Статистическую обработку проводили с использованием кри­
терия Уилкинсона — Манна — Уитни.

Оптимальная концентрация АТХ для АХЭ фракции обогащенных си­
наптических мембран составляет 0,3—0,5 мМ, субстратное торможение для 
АТХ, как и для АХ (метод Хестрина) наблюдается при 8—10 мЛА Опти­
мальная концентрация Na-фосфатного буфера pH 7,9 при определении 
АХЭ по Эллману находится в области 30—100 мМ, трис-НС1-буфера 
pH 7,9 — в области 5—40 мМ, при дальнейшем увеличении концентрации 
наблюдается снижение активности АХЭ. В пределах концентраций 
5—50 мМ активность АХЭ в трис-НС1 pH 7,9 на 16% ниже, чем в Na-фос- 
фатном буфере. Активность АХЭ во фракциях ГМит, легких синаптосом, 
синаптических мембран и микросом составляет 232, 282, 374 и 412 мкмол. 
АТХ на 1 мг белка в 1 мин. соответственно.
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Из рис. 1 следует, что активирующее действие Na+ и К+ на АХЭ фрак­
ции синаптических .мембран однотипно, их влияние становится заметным 
в концентрации 10 мМ и достигает максимума (40% активации) при кон­
центрации 100—125 мМ. При увеличении концентрации до 500 мЛ7 акти­
вирующий эффект Ха+ по изменяется, а К+ несколько ослабляется. Влия­
ние Mg2+ и особенно Са2+ на АХЭ было более чувствительным. Достовер­
ное активирующее действие (10%) ионов Mg24- проявляется при концент- 
цацип 0,5 мЛ/, а для СаСБ — при 0,03 м.17. Максимальный активирующий 
эффект для Mg2+ наблюдается при 25 мМ (64%), а для Са2+ — при 2,5 мМ

Рис. 1. Зависимость активности АХЭ фракции синаптических мемб­
ран от концентрации катионов. 1 — Mg2+, 2 - Na+, 3 — К+, 4 — Са2+. 
Преинкубация 5 мин., 20°. Приведены средние данные из 5—7 опы­
тов. Значения эффектов А10% статистически достоверны (Р<0,05)

(28%). Как видпо из рис. 1, дальнейшее увеличение концентрации Mg2+ 
и Са2+ приводит к снижению активирующего действия и полному снятию 
активации при 500 мМ для Mg2+ и при 70 м.1/ для Са2+; Са2+ в концентра­
ции 500 мТИ ингибирует АХЭ на 50%. Отметим, что ионы Са2+ активиру­
ют в очень низких концентрациях. Из этих данных следует также, что 
характер влияния катионов на АХЭ в наших экспериментах более всего 
зависит от природы катионов (и от их концентрации), чем от ионной силы 
раствора реакционной смеси. При высокой ионной силе (>0,1 М) эффект 
катионов различается между собой. При ионной силе больше, чем 0,3 М, 
возможна солюбилизация и диссоциация АХЭ (2, 12). Полученные нами 
эффекты при физиологических концентрациях катионов, по-видимому, ха­
рактерны для мембранно-связанной АХЭ.

Учитывая двухфазность действия эффекторов и невозможность оценить 
величину V из экспериментальных данных, мы использовали разпостный 
метод Б. И, Курганова для определения значения п. Анализ данных рис. 1 
для фазы нарастания активации позволил рассчитать значения п для Са2+, 
Mg2+, Na+ и К+, равные 1,16; 0,88; 1,95 и 1,78 соответственно. Очевидно, 
ионы Na+ и К+ являются аллостерическими регуляторами АХЭ. Ранее 
была известна лишь конкуренция Са2+ (1 мМ) и АХ за аллостерический 
центр АХЭ электрического органа ската (3). Можно согласиться с пред­
положением Шавже (2), что аллостерическая регуляция может быть объ­
яснена различием конформационных состояний АХЭ поляризованной и де­
поляризованной мембраны.
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Таблица 1
Влияние катионов * на кинетические параметры АХЭ

Эффектор Концентра­
ция, мМ ■Км V. мкмол.

АТХ на 1 мг 
белка в 1 мин.

^'эффектора'^

27 307 1,00
Са2+ 2.5 69 405 1,35
Na+ 100 73 467 1,50
К+ 100 90 495 1,60

Mg2+ 25 98 500 1,60

* Для катионов приведены кажущиеся значения Кц и V.

На рис. 2 представлены данные по влиянию исследуемых катионов 
(в концентрациях, максимально активирующих) на активность АХЭ в за­
висимости от концентрации субстрата — АТХ. Из рис. 2 и табл. 1 видно, 
что характер действия катионов однотипный, во всех случаях отмечается 
увеличение Км и V, что отмечается также и в литературе (2,4,3). Однако 
есть данные, указывающие и на отсутствие изменений Км при действии 
катионов на АХЭ (13).

Активирующее действие катионов на АХЭ может объясняться либо 
взаимодействием ионов с анионным центром, либо с отрицательно заряжен­
ными группами поверхности фермента. Учитывая, что Кк в наших опытах 
увеличивается более резко, чем V, можно предположить влияние катионов 
не на лимитирующую стадию деацетилирования, а на стадию образования 
комплекса Михаэлиса (понижение сродства фермента к АТХ и увеличе-

Рис. 2. Зависимость скорости реакции АХЭ от концентрации суб­
страта в присутствии ионов. 1 - Mg2+ (25 мА/), 2 - К+ (100 мЛ/), 
3 — Na+ (100 м.17), 4 — Са2+ (2,5 мЛ/), 5 — в отсутствие солей. При­
ведены средние данные из 5—7 опытов. Использовали фракцию лег­

ких синаптосом

ние каталитической активности). Нами также показано, что комплексон 
для Са2+ — этиленгликольтетраацетат (ЭГТА) в концентрации 0,1— 
5,0 мМ и АТФ (3 м1И) слабо активирует (13—18%) АХЭ сппаптических 
мембран (см. табл. 2). При изучении влияния ионной среды различного 
состава на активность АХЭ отмечено отсутствие конкуренции Na+ и К+ 
и наличие конкурентного взаимодействия Mg2+ и Са2+ (5 мМ), выражаю­
щееся в снижении активации Mg2+ в присутствии ионов Са2+ (см. табл. 2).
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Таблица 2
Влияние ионной среды различного состава на активность АХЭ фракции 

синаптических мембран (средние данные из 5—6 опытов)

NaCl KC1 MgCL> CaCl2 АТФ Актива­
ция is '•■o

NaCl KC1 MgCl2 CaCb АТФ Актива­
ция в %

м.М M.VI

100 40 5 0,5 35
100 20 — — — 44 — — 25 5 47
100 20 5 — 47 — - . 5 — — 36
100 20 5 — 3 40 — 100 — — _ 40
100 20 — 5 43 — 25 — -- — 64
100 20 — 5 3 33 — — — 5 — 27
100 20 5 0,5 — 48 — — — 0,5 — 20'
100 20 5 5 — 35 — — — 3 15
20 100 5 0,5 — 47

Таким образом, изменения структуры АХЭ при смене состояния покой — 
возбуждение могут определяться соотношением попов Са2+ в синапсах и в. 
межклеточной среде.
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