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ВВЕДЕНИЕ

Холинэстеразы – семейство ферментов из класса гидролаз, при-
родными субстратами которых являются сложные эфиры холина с 
уксусной, пропионовой или масляной кислотами. Одним из призна-
ков принадлежности ферментов к этому семейству считается их ин-
гибирование алкалоидом эзерином в концентрации 10–5–10–8 М.

Анализ холинэстераз, особенно сывороточного фермента, имеет 
большое диагностическое значение. 

Определение ХЭ необходимо прежде всего у пациентов в предо-
перационный период для выявления у них атипичных форм фер-
мента. Нормальные формы сывороточной холинэстеразы быстро 
гидролизуют используемый в анестезии миорелаксант сукцинилхо-
лин, который вызывает кратковременную задержку дыхания. Ати-
пичные формы фермента гидролизуют сукцинилхолин медленно, и 
это может привести к длительному, до нескольких часов, апноэ.

Активность сывороточной ХЭ – показатель функции печени, сни-
жающийся при ее циррозе, а также гепатите, холецистите и многих 
других заболеваниях. 

Проведение мониторинга ХЭ обязательно для людей, работа ко-
торых связана с производством отравляющих веществ, получением и 
использованием инсектицидов, пестицидов и лекарственных препа-
ратов – ингибиторов фермента. Снижение активности ХЭ, наблюда-
емое у этих лиц в течение определенного времени, свидетельствует 
об отравлении данными соединениями.

Анализ ХЭ позволяет контролировать в крови обследуемых лиц 
уровень ряда ее ингибиторов, в число которых входят лекарственные 
препараты, применяемые для лечения болезни Альцгеймера, старче-
ского слабоумия, глаукомы, заболеваний мышц, кишечника и др. 
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1. НОМЕНКЛАТУРА ХОЛИНЭСТЕРАЗ
Семейство холинэстераз можно разделить на два типа фермен-

тов, один из которых преимущественно гидролизует ацетилхолин 
(АХ), а второй – такие эфиры холина, как бутирилхолин (БуХ), про-
пионилхолин (ПХ) и некоторые другие.

Систематическое название первого типа холинэстераз по номен-
клатуре ферментов – ацетилхолин-ацетилгидролаза (КФ 3.1.1.7.) [1]. 
Однако чаще используют его тривиальное название ацетилхолинэ-
стераза (синонимы: холинэстераза I и ацетилхолингидролаза). Вто-
рой тип ферментов имеет систематическое название ацилхолин-
ацилгидролаза (КФ 3.1.1.8.) и тривиальное название холинэстераза, 
синонимами которого являются: псевдохолинэстераза, бутирилхоли-
нэстераза (БуХЭ), холинэстераза II, пропионилхолинэстераза (ПХЭ).

В настоящей работе используются рекомендованные тривиаль-
ные названия: ацетилхолинэстераза (АХЭ) и холинэстераза (ХЭ).

2. ЛОКАЛИЗАЦИЯ И БИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ 
ХОЛИНЭСТЕРАЗ

Локализация и биологическая роль  
ацетилхолинэстеразы (3.1.1.7.)

Ацетилхолинэстераза найдена в сером веществе головного 
мозга, скелетных мышцах, сердце, легких, кишечнике, селезенке и 
эритроцитах. Фермент локализован в межнейрональных синапсах, 
концевых двигательных пластинах скелетных мышц, ганглиях ве-
гетативной нервной системы и мембранах эритроцитов [2, 3].

Ацетилхолинэстераза играет ключевую роль в процессах нейро-
гуморальной и синаптической передачи: в холинэргических синап-
сах катализирует гидролиз ацетилхолина и тем самым прекращает 
воздействие данного медиатора на холинорецептор, отвечающий за 
проницаемость постсинаптической мембраны для ионов. При инги-
бировании АХЭ освобождение рецепторов от ацетилхолина проис-
ходит очень медленно (только посредством диффузии), и передача 
нервных импульсов нарушается. Это вызывает серьезные расстрой-
ства в жизнедеятельности организма, а при тяжелых отравлениях 
может привести к смертельному исходу [4]. Предполагают, что на 
стадии эмбрионального развития АХЭ участвует в процессе регуля-
ции дифференциации нервных клеток [3].
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Локализация холинэстеразы (3.1.1.8.)  
и ее молекулярные формы

Холинэстераза обнаруживается в сыворотке и плазме крови, бе-
лом веществе головного мозга, клетках спинного мозга, сердце, по-
лосатых мышцах, поджелудочной железе, кишечнике, плаценте и 
других органах [2, 3].

Сывороточная ХЭ синтезируется в печени и оттуда поступает в кро-
воток. В мозге ХЭ локализована в капиллярных эндотелиальных и гли-
альных клетках, которые ее синтезируют [3]. Холинэстераза обнаружена 
в амилоидных бляшках здоровых пациентов преклонного возраста и у па-
циентов с болезнью Альцгеймера [5, 6], а также в нейронах, которые ока-
зывают влияние на поведение, эмоциональную память и управляющую 
функцию [7]. В мышцах ХЭ локализована в двигательных пластинках.

Холинэстераза синтезируется в виде полипептидной цепи, со-
стоящей из 574 аминокислотных остатков, к которым присоединены 
остатки сиаловых кислот и углеводов. Таким образом, субъединица 
фермента является сиалогликопротеидом, молекулярная масса ко-
торого составляет 85 КДа.

Холинэстераза в организме присутствует в нескольких молеку-
лярных формах (рис. 1). Секретируемый в жидкости тела фермент 
представлен глобулярными, водорастворимыми (гидрофильными) 
формами G1, G2 и G4, которые состоят, соответственно, из одной 
(мономер), двух (димер) или четырех (тетрамер) субъединиц. Субъ-
единицы в димере связаны дисульфидными связями. Найдено,  
что 95% активности ХЭ плазмы приходится на долю тетрамеров. 
Димеры и мономеры, присутствующие в плазме, по-видимому, яв-
ляются продуктами деградации тетрамеров.

В мускулах животных обнаружены асимметричные формы ХЭ, 
содержащие от одного до трех тетрамеров (G4), присоединенных ди
сульфидными связями к коллагеноподобным «хвостам» и имеющих 
вытянутую форму. Большая их часть состоит из 12 субъединиц фер-
мента (форма А12). Асимметричные формы ХЭ обнаруживают как в 
жидкостях тела, так и в мембранах.

В сердце, мозге и шейных ганглиях обнаружены амфифильные 
формы ХЭ, для которых характерно наличие гидрофильных димеров G2 
или тетрамеров G4, присоединенных дисульфидными связями к ги-
дрофобному «якорю». «Якорь» представляет собой гликолипид, кото-
рым фермент связывается с фосфолипидной мембраной и закрепля-
ется на ней [3]. Множественность молекулярных форм ХЭ, вероятно, 
необходима для выполнения различных биологических функций.
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Биологическая роль холинэстеразы
Многие функции ХЭ в организме выяснены в течение послед-

них 20 лет благодаря интенсивно проводимым исследованиям. ХЭ 
вместе с АХЭ участвует в передаче нервных импульсов. Показа-
но, что при прогрессирующей болезни Альцгеймера, когда уровень 
АХЭ в организме человека снижается, ее роль может играть ХЭ [6].  
Предполагают, что холинэстераза гидролизует ацетилхолин в 
нервно-мышечных соединениях и тем самым защищает их от из-
бытка ацетилхолина [8] (рис. 1).

Сывороточная ХЭ выполняет в организме защитные функ-
ции. В частности, она предохраняет от инактивации АХЭ, по-
скольку с большой скоростью гидролизует ингибитор данного 

Рис. 1. Молекулярные формы ХЭ: а – глобулярные; б – асимметричные; 
в – амфифильные.

	 G1	 G2	 G4

а 

гликолипидный 
якорь

	 б	 в 
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фермента бутирилхолин, образующийся в процессе метаболизма 
жирных кислот [4]. Кроме того, ХЭ способна осуществлять гидро-
лиз многих токсичных фосфорорганических веществ и карбама-
тов, поступивших в организм извне [9]. Установлено, что введение 
в кровь животным сывороточной ХЭ лошади или рекомбинантной 
ХЭ человека на 100% защищает их от смертельных доз зарина, 
зомана и Vx-газов [10]. Холинэстераза является главным фермен-
том, который метаболизирует кокаин и его производные с образо-
ванием нетоксичных продуктов распада. Поэтому препараты на 
основе ХЭ могут быть использованы при передозировке этого пси-
хоактивного вещества [11, 12].

Холинэстераза участвует в регуляции содержания холина в 
плазме и его метаболизме. Выявлено, что активность фермента 
коррелирует со степенью ожирения пациентов и липидным про-
филем сыворотки крови [13]. Холинэстераза также играет роль 
в регуляции пролиферации клеток при эмбриогенезе [3, 13, 15]. 
Предполагают, что она осуществляет контроль проницаемости 
мембран клеток и стенок сосудов [3]. Поскольку в молекуле ХЭ 
локализован не только эстеразный, но и пептидазный активный 
центр, то высока вероятность участия фермента в образовании 
нейропептидов.

Дальнейшее изучение биологических функций ХЭ, очевидно, 
может привести к получению новых интересных результатов.

3. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ  
С СУБСТРАТАМИ И ИНГИБИТОРАМИ

Механизм взаимодействия холинэстеразы  
с субстратами и структура активного центра  

холинэстеразы
Природными субстратами ХЭ являются ацетилхолин (АцХ), 

сложный эфир уксусной кислоты и холина, и бутирилхолин, слож-
ный эфир масляной кислоты и холина. ХЭ катализирует гидролиз 
субстратов с образованием соответствующей кислоты и холина.

	 ацил	 остаток холина

  СН3СООСН2СН2N+(CН3)3 + Н2О 	 СН3СООН + НОСН2СН2N+(CН3)3

 	 ацетилхолин	 уксусная	  холин
	 кислота
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Гидролиз субстратов осуществляется в активном центре фер-
мента, который, как выяснено в результате кристаллографиче-
ского изучения молекулы ХЭ, локализован на «дне» узкой щели 
глубиной 20 А°, выстланной внутри аминокислотными остатка-
ми, содержащими гидрофобные группы (тирозин, фенилаланин 
и др.) (рис. 2) [16].

В активном центре ХЭ локализованы:
•	 «карман», служащий для связывания ацильного остатка мо-

лекулы субстрата за счет гидрофобного взаимодействия с валином;
•	 эстеразный центр, включающий «каталитическую триаду»: 

серин, гистидин, глутамин;
•	 анионный центр, в состав которого входит остаток триптофана. 

Он связывает часть субстрата, содержащую четвертичный азот.
Кроме того, в молекуле фермента имеется периферический 

анионный центр, локализованный вблизи края щели. Он содержит 
аспарагин, несущий положительно заряженную амидную группу 
и ароматическую аминокислоту триптофан. Субстрат имеет более 
высокое сродство к периферическому центру, чем к эстеразному, 
и его присоединение к периферическому центру вызывает актива-
цию фермента.

карман 
для 	 Val
ацила

288

70	 231
периферический 

центр

	 Ser	 His	 Glu
	 198	 438	 197

эстеразный центр

82
Trp

анионный 
центр

Asp	 Trp

CH3
	O	 CH3

	 N+

H3C	 O 	 CH3
	 OH

Рис. 2. Схема активного центра ХЭ.
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По результатам многих исследований механизм взаимодей-
ствия ХЭ с субстратом заключается в следующем:

•	 субстрат, за счет положительного заряда на атоме азота, свя-
зывается с Asp 70 периферического центра, «соскальзывает» в актив-
ный центр фермента и ориентируется в нем (рис. 2);

•	 происходит гидролиз сложноэфирной связи субстрата, и возни-
кает эфирная связь между ацильной группой субстрата и ОН-группой 
серина активного центра, образуется «ацил-фермент» ( Ser-O-OC-R );
	 ацил

•	 «ацил-фермент» с большой скоростью гидролизуется под дей-
ствием воды, и молекула фермента освобождается для следующего 
цикла взаимодействия с субстратом.

Взаимодействие холинэстеразы с ингибиторами  
и реактиваторами

Ингибиторы ферментов – это вещества, которые снижают их ка-
талитическую активность. Ингибиторами ХЭ являются многие при-
родные и синтетические соединения: фосфорорганические соедине-
ния (ФОС); эфиры N-алкилкарбаминовых кислот (карбаматы); чет-
вертичные аммониевые основания; гетероциклические соединения, 
содержащие третичный или четвертичный атом азота [9]. Некоторые 
характеристики данных веществ представлены в табл. 1.

ФОС и карбаматы иногда называют «полусубстратами» или 
«плохими субстратами» [4, 9].

ФОС гидролизуются в активном центре фермента, остаток фос-
форила взаимодействует с ОН-группой серина активного центра с 
образованием «фосфорил-фермента». Следующая стадия катализа –  
гидролиз «фосфорил-фермента» водой и образование свободного фер-
мента – идет очень медленно, так что активность фермента не восста-
навливается. Ингибирование ХЭ ФОС является необратимым. Актив-
ность «фосфорил-фермента» можно восстановить при помощи реакти-
ваторов (табл. 2), например дипироксима, который вытесняет остаток 
фосфорила из связи с ХЭ, и молекула фермента освобождается для 
взаимодействия с субстратом. Фосфорорганические соединения ока-
зывают мощное отравляющее действие на организм. Причиной отрав-
ления является накопление негидролизованного ацетилхолина, ко-
торое приводит сначала к ускорению проведения нервных импульсов 
(возбуждение) и далее к блокированию передачи нервных импульсов 
(паралич). ФОС используют в качестве боевых отравляющих веществ 
(БОВ), инсектицидов и лекарственных средств (армин) [17, 18].



11

Та
бл

иц
а 

1
И

нг
иб

ит
ор

ы
 Х

Э
 и

 и
х 

вз
аи

м
од

ей
ст

ви
е 

с 
ф

ер
м

ен
то

м

Кл
ас

с 
 

со
ед

ин
ен

ий
О

бщ
ая

 ф
ор

м
ул

а
П

ри
ро

да
  

вз
аи

м
од

ей
ст

ви
я 

 
с 

ХЭ
И

нг
иб

ир
ов

ан
ие

 
ф

ер
м

ен
та

П
ре

па
ра

ты
О

бл
ас

ть
  

пр
им

ен
ен

ия

Ф
ос

ф
ор

ор
га

ни
че

ск
ие

 
со

ед
ин

ен
ия

R
1

PO
-z

R
2

гд
е 

R
1 и

 R
2 –

 а
лк

ок
си

ль
ны

е,
 

ал
ки

ль
ны

е 
гр

уп
пы

 и
 и

х 
ко

м
-

би
на

ци
и 

с 
ди

ал
ки

ла
м

м
он

и-
ев

ы
м

и 
гр

уп
па

м
и;

 Z
-г

ру
пп

ы
 

C
N

–,
 F

′ и
 д

р.

об
ра

зо
ва

ни
е 

пр
оч

-
но

й 
ко

ва
ле

нт
но

й 
св

яз
и 

«ф
ос

ф
ор

ил
-

се
ри

н»
 в

 а
кт

ив
но

м
 

це
нт

ре
 ф

ер
м

ен
та

 

не
об

ра
ти

м
ое

 

ка
рб

оф
ос

,  
ти

оф
ос

,  
хл

ор
оф

ос
ин

се
кт

иц
ид

ы
, 

ак
ар

иц
ид

ы

за
ри

н,
  

зо
м

ан
,  

та
бу

н
бо

ев
ы

е 
от

ра
вл

я-
ю

щ
ие

 в
ещ

ес
тв

а

ар
м

ин
ле

ка
рс

тв
ен

ны
й 

пр
еп

ар
ат

Э
ф

ир
ы

 з
ам

ещ
ен

ны
х 

ка
рб

ам
ин

ов
ы

х 
ки

сл
от

 (к
ар

ба
ма

ты
)

O ׀׀
R

2 –
 N

H
 –

 C
 –

 O
 –

 R
1

гд
е 

R
1 

– 
ар

ом
ат

ич
ес

ки
е 

и 
ге

те
ро

ци
кл

ич
ес

ки
е 

со
ед

ин
е

ни
я,

 с
од

ер
жа

щ
ие

 т
ре

ти
чн

ы
й 

ил
и 

че
тв

ер
ти

чн
ы

й 
ат

ом
 а

зо
-

та
; R

2-
Н

, С
Н

3–
 и

 д
ру

ги
е

об
ра

зо
ва

ни
е 

ко
-

ва
ле

нт
но

й 
св

яз
и 

«к
ар

ба
м

ои
л-

се
ри

н»
 

в 
ак

ти
вн

ом
 ц

ен
тр

е 
ф

ер
м

ен
та

 

об
ра

ти
м

ое

ф
из

ос
ти

гм
ин

 и
 е

го
 

пр
ои

зв
од

ны
е,

 п
и-

ри
до

ст
иг

м
ин

, н
ео

-
ст

иг
м

ин
 (п

ро
зе

ри
н)

 
и 

др
.

ле
ка

рс
тв

ен
ны

е 
ср

ед
ст

ва

ам
ин

ок
ар

б
ин

се
кт

иц
ид

Че
тв

ер
ти

чн
ы

е 
ам

мо


ни
ев

ы
е 

ос
но

ва
ни

я

R
1 ׀

R
2 –

 N
+  

– 
R

4
׀ R

3
гд

е 
R

1,
 R

2,
 R

3,
 R

4 
– 

ор
га

ни
-

че
ск

ие
 о

ст
ат

ки

об
ра

зо
ва

ни
е 

ко
м

-
пл

ек
са

 с
 а

ни
он

ны
м

 
це

нт
ро

м
 ф

ер
м

ен
та

ко
нк

ур
ен

тн
ое

 

тр
ис

бу
ф

ер
ны

е 
 

ра
ст

во
ры

эд
ро

ф
он

ий
 х

ло
ри

д
ле

ка
рс

тв
ен

но
е 

ср
ед

ст
во

Ге
те

ро
ци

кл
ич

ес
ки

е 
со

ед
ин

ен
ия

, с
од

ер


жа
щ

ие
 т

ре
ти

чн
ы

й 
и 

че
тв

ер
ти

чн
ы

й 
ат

ом
ы

 
аз

от
а 

–
об

ра
зо

ва
ни

е 
ко

м
-

пл
ек

са
 с

 а
ни

он
ны

м
 

це
нт

ро
м

 ф
ер

м
ен

та
ко

нк
ур

ен
тн

ое

га
ла

нт
ам

ин
,  

та
кр

ин
,  

до
не

пе
зи

л
ле

ка
рс

тв
ен

ны
е 

ср
ед

ст
ва

ди
бу

ка
ин

ан
ал

из
 ге

не
ти

че
-

ск
их

 в
ар

иа
нт

ов
 Х

Э

ал
ка

ло
ид

ы
ле

ка
рс

тв
ен

ны
е 

ср
ед

ст
ва



12

Таблица 2
Реактиваторы холинэстеразы, используемые в качестве 

лекарственных средств в России

Наименование, формула Применение

Дипироксим 
В комбинации с атропином, апрофеном 
при отравлении фосфорорганическими 
соединениями. 
Профилактика отравления, когда извест-
но, что произошло воздействие яда на 
организм. 
Лечение язвенной болезни кишечника и 
двенадцатиперстной кишки.
Купирование пароксизмальных наруше-
ний ритма сердца

Аллоксим

По действию близки к дипироксиму.
При острых отравлениях фосфорорга-
ническими соединениями.
Профилактика отравлений, когда из-
вестно, что произошло воздействие яда 
на организм

Изонитрозин

Диэтиксим

При отравлениях фосфорорганически-
ми соединениями.
Целесообразно сочетание с атропином 
и дипироксимом

H2C – CH2 – CH2

	 N+	 N+

2 Br–

HO	 CH	 HC	 OH
	 N	 N

	 NOH

   N+	 NOH	 Br–

	 CH2

	 CH3

	 N	 S
HO	 N

	 CH3

	 Br

	 OH
	

H3C
	 N

	 ׀׀
	 N	 CH2	 C	 C	 CH3	 HCl
	 ׀׀
	

H3C	 O
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Таблица 3
Ингибиторы холинэстеразы, используемые в России  

в качестве лекарственных средств [12]

Наименование препарата 
(синонимы) Ингибирование Применение, действие

1 2 3

Физостигмин (эзерин), 
алкалоид обратимое При глаукоме. Вызывает сужение зрачка, 

снижает внутриглазное давление

Галантамин (нивалин), 
алкалоид обратимое

Мышечная дистрофия, двигательные и чув-
ствительные нарушения, остаточные явле-
ния после нарушения мозгового кровообра-
щения, ДЦП и др. 
Болезнь Альцгеймера. 
Устраняет остаточный нервно-мышечный 
блок, вызванный сукцинилхолином. Менее 
токсичен, чем физостигмин

Прозерин (неоэзерин, 
неостигмин), 
синтетическое 
соединение 

обратимое
Атрофия зрительного нерва, глаукома (ред-
ко). Используют как антидот миорелаксан-
тов и др. Аналог физостигмина, по свой-
ствам близок к галантамину

Пиридостигмина 
бромид (калимин, 
местимон), синтетическое 
соединение

обратимое По свойствам близок к прозерину

Оксазил (амбеноний 
хлорид, тизуран, 
мителаза хлорид), 
синтетическое 
соединение

обратимое По свойствам близок к прозерину, но более 
активен. Обладает длительным действием

Хинотимин, 
синтетическое 
соединение

обратимое
Снятие остаточного антидеполяризующе-
го блока нервно-мышечной передачи. Бо-
лее активен, чем прозерин

Дистигмин (убретид, 
гексамариум бромид), 
синтетическое 
соединение

обратимое Показания к применению, как у прозерина и 
оксазила. Обладает длительным действием

Аминостигмин, 
синтетическое 
соединение 

обратимое По свойствам близок к физостигмину

Такрин, синтетическое 
соединение обратимое

Болезнь Альцгеймера, старческое слабоу-
мие. По свойствам близок к прозерину и 
физостигмину. Антагонист курареподобных 
препаратов

Амиридин, синтетическое 
соединение обратимое

При болезни Альцгеймера. 
Стимулирует проведение возбуждения в 
нервных волокнах и синаптическую переда-
чу в нервно-мышечных окончаниях. По свой-
ствам близок к такрину
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Реактиваторы [18] (табл. 2) ХЭ нашли применение в комплекс-
ной терапии отравлений ФОС.

Карбаматы, также как и ФОС, гидролизуются в активном центре 
фермента, отщепленный остаток карбаминовой кислоты взаимодей-
ствует с ОН-группой серина с образованием «карбамоил-фермента». 
Следующая стадия катализа – его гидролиз водой и образование 
свободного фермента – идет быстрее, чем гидролиз «фосфорил-
фермента», но медленнее, чем природных «ацил-ферментов». Актив-
ность ХЭ блокируется карбаматами на несколько часов и затем вос-
станавливается [9]. Это обратимый тип ингибирования.

Карбаматы широко используются в качестве лекарственных 
средств для лечения нейродегенеративных заболеваний, при парали-
чах и других болезнях (табл. 3) [18]. Описано также масштабное при-
менение физостигмина – обратимого ингибитора ХЭ – в качестве про-
филактического средства от возможного отравления БОВ. В 1991 г. в 
период войны в Аденском заливе физостигмин был введен 400 тыс. 
американских солдат с целью скоротечного блокирования (и, следова-
тельно, защиты от инактивации) АХЭ и ХЭ, так как ожидалась атака 
армии Ирака с использованием нервных газов [9]. 

К обратимым ингибиторам ХЭ относится также ряд соединений, 
которые не образуют ковалентных связей с молекулой фермента. Это 
четвертичные аммониевые основания (трис, эдрофоний хлорид) и ге-
тероциклические соединения, содержащие третичный или четвертич-
ный атом азота (табл. 2). Данные вещества образуют комплекс с анион-
ным центром фермента, часто по конкурентному типу, и препятствуют 
взаимодействию субстрата с ним. К этому типу соединений относятся 
многие лекарственные средства (галантамин, такрин и другие) и ане-
стетик локального действия дибукаин. Он широко используется в ана-
лизе генетических вариантов ХЭ [3, 9, 19]. Наиболее полные данные о 
взаимодействии ингибиторов с ХЭ приведены в обзоре [4].

1 2 3

Стефаглабрин,  
алкалоид обратимое Миопатия, парез лицевого нерва, боковой 

амиотрофический склероз

Дезоксипеганин, 
алкалоид обратимое

Поражение периферической нервной систе-
мы, миастения, гемиплегии, гемипарезы, по-
ражения передних рогов спинного мозга

Армин, синтетическое 
фосфорорганическое 
соединение

необратимое Глаукома. Широкого применения не нашел. 
Токсичен
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4. ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ВАРИАНТЫ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ  
И ИХ КЛИНИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ

Генетические варианты холинэстеразы
Состав и последовательность аминокислот в белке определяет-

ся структурой гена, кодирующего белок. Вследствие мутаций (изме-
нений) в нуклеотидной последовательности гена возникают его ва-
рианты (аллели), структура которых отличается от исходного гена. 

Процесс экспрессии измененных генов приводит к появлению 
в организме генетических вариантов белка, отличающихся своим 
строением и свойствами. 

К настоящему времени известно более 20 генетических вариан-
тов ХЭ. Синтез ХЭ в плазме определяют два локуса*: Е1, локализо-
ванный на 3-й хромосоме, и Е2, локализованный на 16-й хромосоме. 
Большинство генетических вариантов контролирует локус Е1. Наи-
более известны следующие аллели нормального (Е1

u) гена и вариан-
ты ХЭ (табл. 4) [20].

Для возникновения фенотипа «молчащий» фермент, помимо 
указанной в табл. 2, существуют и другие причины [19]: 

•	 отсутствие гена ХЭ в хромосоме. При этом в сыворотке крови 
не обнаруживается белок ХЭ и его каталитическая активность;

•	 мутации в структуре гена ХЭ, вследствие которых происхо-
дит синтез каталитически неактивных молекул фермента.

Известно, что в клетках человека содержится двойной набор 
хромосом, наследуемых от родителей. Организм может быть либо 
гомозиготным по гену ХЭ, т.е. нести в обеих хромосомах одинаковые 
аллели, либо гетерозиготным, т.е. нести в обеих хромосомах разные 
аллели. Генетический анализ различных групп населения показал, 
что, помимо гомозигот (табл. 4), существуют все возможные вариан-
ты гетерозигот по аллелям ХЭ. В сыворотке гетерозигот обнаружи-
вают оба фермента, контролируемых разными аллелями. 

Из данных, представленных в табл. 4, видно, что замена одной 
аминокислоты в молекуле белка ХЭ на другую приводит к измене-
нию его свойств. Активность у всех вариантов ХЭ либо ниже, чем 
у нормального фермента, либо отсутствует. Генетические варианты 
ХЭ по-разному относятся к ингибиторам. Наиболее изучены свой-
ства атипичной ХЭ [9]. Так, дибукаин ингибирует нормальную ХЭ 
______________

* Локус – местоположение определенного гена (его аллелей) на генети-
ческой или цитологической карте хромосомы.
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на 75%, промежуточные гетерозиготные формы – на 45−72%, а ати-
пичные гомозиготные формы – только на 30%.

Атипичный фермент, в отличие от нормальной ХЭ:
1.	 Не гидролизует сукцинилхолин, который используют при 

операциях в качестве мышечного релаксанта. Причиной является 
замена Asp 70 на глицин в периферическом центре.

2.	М ного медленнее (~ в 10 раз) реагирует с обратимыми инги-
биторами, используемыми при лечении нейродегенеративных забо-
леваний (физостигмин и другие).

3.	 Гидролизует кокаин в 4, а прокаин – в 15 раз медленнее.
Выявлены генетические варианты ХЭ, устойчивые к ингибиро-

ванию фторидом и другими соединениями.

______________
* Фенотип – внешнее проявление генотипа, совокупность признаков 

объекта

Таблица 4
Данные о генотипах ХЭ

Общепринятое 
наименование 

фермента
Генотип Фенотип* и свойства 

фермента Замена  аминокислот Генотип 
гомозигот

Обычный 
(usual) Е1

u нормальный нет Е1
u Е1

u

Атипичный 
(atypical) Е1

а

устойчив  
к ингибированию 

дибукаином, 
активность снижена 

на 75%

Asp (70) →Gly Е1
а Е1

а

Неактивный 
(«молчащий») 
(silent)

Е1
s «молчащий»,  

нет активности
Gly (117)→ сдвиг рамки 

считывания Е1
s Е1

s

Н-вариант Е1
h активность снижена 

на 90% Val (142)→ Met Е1
h Е1

h

Фторид-1 Е1
f

устойчив  
к ингибированию 

фторидом
Thr (243)→Met Е1

f Е1
f

Фторид-2 Е1
f

устойчив  
к ингибированию 

фторидом
Gly (390)→Val Е1

f Е1
f

J-вариант Е1
j активность снижена 

на 66% Glu (497)→ Val Е1
j Е1

j

К-вариант Е1
k активность снижена 

на 33% Ala (539)→ Thr Е1
k Е1

k
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Работы по изучению распространенности аллелей гена ХЭ 
проводятся во многих странах. Установлено [21], что 76% людей 
имеют нормальный генотип (Е1

u Е1
u), а остальные 24% несут, по 

крайней мере, один генетически измененный аллель. Наиболее 
распространены фенотипы Е1

а (атипичный аллель), Е1
к (вариант К)  

и Е1
s («молчащий» ген).
В Америке и Европе частота встречаемости гетерозигот по ати-

пичному аллелю составляет около 4%, частота гомозигот ~ 0,04%. 
Показано, что среди некоторых групп населения частота гетерозигот 
достигает 11% [9].

Частота встречаемости аллеля варианта К у белого населения 
Европы и Америки составляет 12,0–12,8% [9, 23].

Носителями «молчащих» вариантов в Америке являются 0,8% 
обследованных (гомо- и гетерозиготы) [24]. Частота гомозигот по 
«молчащим» генам в Америке и Европе составляет 0,001%, а в 
Индии в общине Vyzya – в 4000 раз выше и достигает 4% [25, 26].  
Высокая частота «молчащего» варианта ХЭ наблюдается у эскимосов 
Аляски [19].

Предполагают, что генетические варианты ХЭ возникают в ре-
зультате «эволюционного давления» природных ингибиторов фермен-
та (алкалоиды пасленовых, антибиотики грибов, производные кокаи-
на и т. д.), попадающих в организм с пищей или из окружающей сре-
ды [9, 27]. Установлено, например, что географическое распределение 
«атипичной» формы ХЭ совпадает с распределением пасленовых (то-
маты, картофель, баклажаны) [27]. Для выведения этих веществ из 
организма необходимо большое разнообразие форм ХЭ. 

Клиническая значимость генетических вариантов  
холинэстеразы

Обследование больших групп населения, гомозиготных по 
«молчащим» генам ХЭ с активностью фермента не более 2% от нор-
мального уровня, показало, что, по общепринятым меркам (вес тела, 
функции почек, печени и т. д.), они были здоровыми людьми [26]. 
Однако в дальнейшем было установлено, что лица, несущие изме-
ненные гены ХЭ, подвержены риску при операциях под наркозом, 
при контакте с отравляющими веществами и риску возникновения 
некоторых заболеваний.

Интерес к изучению вариантов ХЭ возник в середине 1950-х годов, 
когда в анестезии стали использовать миорелаксант сукцинилхолин 
для кратковременной остановки дыхания у оперируемых на 3–10 мин. У 
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пациентов с нормальной активностью сывороточной ХЭ бόльшая часть 
введенного сукцинилхолина быстро гидролизуется, и только небольшая 
его часть достигает нервно-мышечного соединения. Если же активность 
ХЭ у пациента снижена или отсутствует, то количество миорелаксанта, 
воздействующее на нервно-мышечное соединение, значительно возрас-
тает и длительность апноэ может составить несколько часов, что может 
угрожать жизни больного [28]. Возникновение такого апноэ чаще всего 
наблюдается у людей, в генотипе которых отсутствует нормальный ген 
ХЭ (Е1

u) [29]. При проведении хирургических операций чувствительны-
ми к сукцинилхолину оказываются от 4 до 7% больных. Определение 
активности ХЭ у пациента в предоперационный период позволяет из-
бежать внештатной ситуации при операции. Если у больного выявлена 
низкая активность ХЭ, то при анестезии либо отказываются от приме-
нения сукцинилхолина, либо перед операцией заранее подготавлива-
ют аппаратуру для искусственной вентиляции легких. Холинэстеразу 
определяют также у родственников пациентов, у которых при операции 
было зарегистрировано длительное апноэ.

Холинэстераза, как было отмечено ранее, в организме играет 
роль детоксиканта. Поэтому лица с низко активными генетическими 
вариантами сывороточной ХЭ обладают повышенной чувствительно-
стью к отравлению фосфорорганическими соединениями, карбамата-
ми и другими веществами, проявляющими нервно-паралитические 
свойства. Следует отметить, что применение кокаина может вызвать 
у этих людей серьезные проблемы, поскольку метаболизм этого пси-
хоактивного вещества идет слишком медленно [30]. Благодаря успе-
хам в изучении структуры ХЭ и развитию генной инженерии, созда-
ны варианты ХЭ, которые гидролизуют кокаин в 20 раз быстрее, чем 
нормальный фермент. Такие препараты можно использовать для 
очистки плазмы при передозировке кокаина [31].

При использовании обратимых ингибиторов ХЭ для защиты от 
действия БОВ (физостигмин) и для лечения болезни Альцгеймера 
(такрин) у части лиц, которым вводили препараты, выявлены сим-
птомы, характерные для холинэргического дефицита: депрессия, об-
щая утомляемость, бессонница, потеря веса [9]. Предполагают, что 
это связано с наличием у них генетических вариантов, в частности 
атипичной формы фермента. 

Осложнения могут возникнуть у больных – носителей генети-
чески измененных вариантов ХЭ – при назначении им стандарт-
ной дозировки обратимых ингибиторов данного фермента, ис-
пользуемых для лечения нейродегенеративных заболеваний. За-
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частую сродство к ингибиторам у таких вариантов ХЭ снижено [9].  
При низкой активности сывороточной ХЭ у пациентов назначе-
ние им лекарственных средств, относящихся к ее ингибиторам, 
невозможно.

Изучению групп населения, несущих генетический К вариант ХЭ, 
активность которого составляет 70% от нормы, посвящено множество 
работ. В частности, показано, что у гомозигот по аллелю Е1

k (Е1
k Е1

k)  
в молодом возрасте в 8 раз, по сравнению с контрольной группой, 
увеличен риск развития нейрофибриллярной патологии [32]. Вы-
явлен также повышенный риск возникновения коронарных артери-
альных заболеваний в популяциях населения западного Ирана как 
с гомозиготным генотипом ХЭ (Е1

k Е1
k), так и гетерозиготным, несу-

щим только один аллель Е1
k [33]. Показано, что у людей, имеющих 

ген ХЭ варианта К, в 2 раза увеличен риск заболевания болезнью 
Альцгеймера в позднем возрасте [22].

Изучение генотипа ХЭ у людей может дать ценную информа-
цию для своевременной постановки правильного диагноза и лече-
ния больных, а также выявить пациентов, чувствительных к введе-
нию антихолинэстеразных препаратов. 

Предложена схема изучения фенотипа и генотипа ХЭ [9, 19]:
1.	 Взятие образцов периферической крови;
2.	 Анализ сыворотки крови на уровень активности ХЭ;
3.	 Анализ чувствительности к ингибиторам;
4.	 Скрининг ДНК лейкоцитов на присутствие аллелей гена ХЭ 

и установление генотипа пациента.
В Дании в 1972 г. был создан Исследовательский центр ХЭ, в 

котором к 1990 году прошли обследование более 2000 пациентов из 
600 семей с целью обнаружения генетических вариантов фермента.

5. ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ  
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Уровень ХЭ в сыворотке крови служит показателем функции пе-
чени. У здоровых людей, имеющих нормальный генотип (Е1

u Е1
u), ак-

тивность ХЭ колеблется в широком интервале от 4000 до 12000 Е/л 
(при использовании для ее определения в качестве субстрата бути-
рилтиохолина (БТХ)). Величина активности ХЭ является индивиду-
альной, стабильной характеристикой человека и мало изменяется 
на протяжении жизни. Ряд заболеваний человека приводит к изме-
нениям активности ХЭ в сыворотке крови [34].
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Активность ХЭ снижается при:
•	 застойных явлениях в печени (вследствие нарушения гемодина-

мики, нефриты, нефротический синдром);
•	 механической (обтурационной) желтухе;
•	 желчнокаменной болезни;
•	 холецистите;
•	 холангите;
•	 циррозе печени;
•	 воспалительных процессах в печени (агрессивный, острый гепа-

тит – значительно);
•	 инфаркте миокарда;
•	 злокачественных новообразованиях;
•	 ревматизме;
•	 воспалительных поражениях кожи и мышц (дерматомиозит);
•	 мышечной дистрофии;
•	 хронических заболеваниях почек;
•	 поздних сроках беременности;
•	 состояниях, связанных со снижением уровня альбумина в плаз-

ме (ХЭ синтезируется в клетках печени совместно с альбуминовой 
фракцией);

•	 отравлении некоторыми инсектицидами и пестицидами (фосфор
органическими соединениями и карбаматами), применяемыми в 
сельском хозяйстве; грибами, мышьяком, миорелаксантами;

•	 использовании ингибиторов ХЭ для лечения глаукомы, болезни 
Альцгеймера;

•	 использовании ингибиторов овуляции;
•	 использовании глюкокортикоидов при противовоспалительной 

терапии или в качестве иммуносупрессоров.
Активность ХЭ увеличивается при:

•	 бронхиальной астме;
•	 тяжелых заболеваниях почек (нефриты, нефротический синдром);
•	 миоме матки;
•	 гипертонической болезни;
•	 воспалительных заболеваниях тонкого кишечника (экссудатив-

ный энтерит);
•	 экссудативной энтеропатии;
•	 язвенной болезни желудка;
•	 ожирении;
•	 гиперлипопротеинемии;
•	 сахарном диабете ΙΙ типа (у тучных больных);
•	 алкоголизме.
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Во многих случаях низкая активность ХЭ в сыворотке крови 
обусловлена снижением синтезирующей функции печени при ее 
инфекционной или онкологической патологиях, которые приводят 
к разрушению гепатоцитов. Для таких заболеваний характерны 
также пониженные концентрации альбумина и протромбина, ис-
пользуемых в качестве сывороточных маркёров состояния печени. 
Поэтому определение ХЭ может заменить лабораторный анализ 
данных белков.

Фосфорорганические соединения, к которым относятся боевые 
отравляющие вещества (зарин, зоман), пестициды и инсектициды 
(карбофос, севин, пропинет), необратимо ингибируют ферментатив-
ную активность ХЭ. После прекращения воздействия ингибиторов 
активность ХЭ восстанавливается в течение 3–6 недель. За это вре-
мя происходит синтез новых молекул фермента в печени [19]. 

Следует отметить, что единичный анализ ХЭ имеет ограничен-
ную диагностическую значимость, так как интервал нормальных 
величин активности фермента у людей весьма широк. Большее 
значение имеет лабораторный мониторинг ХЭ – данные об изме-
нении активности фермента, полученные при систематическом 
обследовании пациента в течение определенного периода време-
ни. Так, например, выявленное при профилактических обследо-
ваниях снижение активности ХЭ у человека, занятого в производ-
стве или использовании ингибиторов ХЭ, свидетельствует о его 
хроническом отравлении этими веществами.

6. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ  
В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ КРОВИ

Сбор и хранение образцов сыворотки и плазмы крови
В ряде случаев, особенно при определении генетических вари-

антов ХЭ, возникает необходимость длительного хранения и транс-
портировки образцов сыворотки крови. В связи с этим рядом иссле-
дователей изучалось влияние продолжительности и температуры 
хранения последних на стабильность фермента. 

В обзоре R.F. Witter указано, что ХЭ в плазме стабильна в тече-
ние нескольких недель при температуре 0–5ºС и нескольких месяцев 
в замороженном состоянии [35]. По данным D.G. Johnston и W.C. Huff, 
при хранении плазмы в замороженном виде в течение 3–4 месяцев в 
среднем теряется 31% активности фермента [36].
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При систематическом изучении стабильности ХЭ P.E. Braid  
и M. Nix установили, что одной из причин потери активности фер-
мента является медленная коагуляция плазмы, при которой ХЭ ак-
кумулируется в коагуляте [37]. При перемешивании образца плаз-
мы активность фермента восстанавливается. Коагуляцию плазмы 
предотвращает ее 5-кратное разбавление перед хранением. Другой 
причиной падения активности ХЭ является бактериальная конта-
минация образцов плазмы. Авторы показали, что в течение первых 
24 часов после отбора образца активность ХЭ возрастает ~ на 10%, 
но через 48 ч возвращается к исходному значению. Кроме того, 
установлено, что ХЭ плазмы очень стабильна. После 3 лет хране-
ния при минус 20ºС образцы сохраняли более 95% активности, по-
сле 7 лет – более 85%, а 8 циклов замораживания /оттаивания в 
течение 8 дней приводили к потере менее чем 5% исходной актив-
ности фермента. При 23ºС ХЭ стабильна 80 дней и сохраняет 85% 
активности в течение 240 дней. Хранение при 37ºС приводит к по-
тере 1% активности в день.

После разбавления цельной сыворотки ХЭ постепенно теряет 
свою активность, поэтому в случае необходимости это нужно делать 
непосредственно перед проведением анализа. 

При определении ХЭ, особенно с использованием в качестве 
субстрата ацетилхолина или ацетилтиохолина, исследуемые образ-
цы сыворотки (плазмы) не должны быть гемолизированными, чтобы 
исключить попадание в пробы АХЭ эритроцитов. 

При получении плазмы нельзя использовать фторид в качестве 
антикоагулянта во избежание ингибирования ХЭ. 

Транспортирование замороженных образцов сыворотки можно 
производить в сухом льду.

Е. Schmidt и ее коллеги [47] указывают, что повторное за-
мораживание и оттаивание сыворотки не влияют на активность 
ХЭ. Рекомендуемые ими сроки хранения сыворотки: 3 дня при 
15–20ºС, 2 недели при 2–8ºС, 6 месяцев при минус 20ºС.

Методы определения активности холинэстеразы
К настоящему времени разработано множество различных спосо-

бов определения активности сывороточной ХЭ, часть из которых нашла 
практическое применение в клинической лабораторной диагностике.

К наиболее ранним относятся манометрический [38], титриме-
трический [39], гидроксаматный [40] методы, в которых в качестве 
субстрата используется ацетилхолин. В настоящее время в клини-
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ческой практике они не применяются вследствие тех или иных не-
достатков: невысокой точности, плохой воспроизводимости, большой 
трудоемкости, невозможности использования других субстратов, по-
мимо дорогостоящего ацетилхолина.

В дальнейшем развитие получили спектрофотометрические 
(УФ) методы, которые подразделяются на прямые и непрямые, и ко-
лориметрические – неферментные и ферментные. В них широко ис-
пользуются различные синтетические субстраты (табл. 5).

Прямой УФ-метод Kalow, а также его модификации [41, 42]  
заключаются в непосредственном измерении убыли субстрата (бен-
зоилхолин и его производные), которое основано на различиях в 
спектрах поглощения субстрата и продуктов его гидролиза. Актив-

Таблица 5
Субстраты ХЭ

Наименование Формула
Методы 

определения 
активности

Ацетилхолин

          O
       ║	 +	 CH3

CH3 – C– O – CH2 – CH2 – N 	 CH3

CH3

непрямой УФ-метод, 
гидроксаматный, 

титриметрический, 
манометрический 

Ацетилтиохолин

          O
       ║	 +	 CH3

CH3 – C– S – CH2 – CH2 – N 	 CH3

CH3

колориметрический 
неферментный

Бутирилтиохолин

	 O	 ║	 +	 CH3

CH3 – CH2 – CH2 – C– S – CH2 – CH2 – N 	 CH3

CH3

колориметрический 
неферментный

Пропионилтиохолин

	 O	 ║	 +	 CH3

CH3 – CH2 – C– S – CH2 – CH2 – N 	 CH3

CH3

колориметрический 
неферментный

Бензоилхолин  
и его производные

	 O	 ║	 +	 CH3

	 – C– O – CH2 – CH2 – N 	 CH3

CH3

прямой УФ-метод, 
колориметрический 

ферментный

Бензоилтиохолин

	 O	 ║	 +	 CH3

	 – C– S – CH2 – CH2 – N 	 CH3

CH3

колориметрический 
неферментный



24

ность ХЭ определяют, регистрируя уменьшение оптической плотно-
сти реакционной смеси при длине волны, соответствующей макси-
муму поглощения субстрата в УФ-области.

В непрямых УФ-методах [43, 44] карбоновая кислота, образую-
щаяся в результате гидролиза субстрата под действием ХЭ, вступа-
ет в ряд сопряженных ферментных реакций, последней из которых 
является окисление коферментов NADH или NADPH в NAD+ или 
NADP+, соответственно, что сопровождается уменьшением погло-
щения в УФ-области при длине волны 340 нм. Скорость снижения 
оптической плотности при данной длине волны пропорциональна 
активности ХЭ.

В настоящее время наиболее популярны колориметрические 
методы, для которых характерны простота постановки анализа, вы-
сокая скорость и чувствительность.

Ферментный метод [45] предусматривает использование субстра-
та – бензоилхолина и ферментной системы ХЭ-ХО-ПО (холинэстераза-
холиноксидаза-пероксидаза) с хромогенным комплексом фенол – 
4-аминоантипирин. Метод включает в себя три стадии:
	 Холинэстераза 

Бензоилхолин + Н2О 	  Холин + Бензойная кислота

	 Холиноксидаза 
Холин + О2 	 Бетаин + 2 Н2О2

	 Пероксидаза
Н2О2 + Фенол + 4-Аминоантипирин 	  Хинонимин + Н2О

Холинэстераза катализирует гидролиз бензоилхолина до холи-
на и бензойной кислоты. Холин окисляется кислородом воздуха в 
присутствии холиноксидазы с образованием перекиси водорода, при 
разрушении которой под влиянием пероксидазы происходит кон-
денсация фенола и 4-аминоантипирина в окрашенное соединение, 
которое определяется фотометрически при длине волны 500 нм. На 
результаты определения ХЭ может повлиять наличие в исследуемой 
пробе гемоглобина; холина, образующегося в организме при мета-
болизме фосфолипидов; экзогенных восстанавливающих веществ, 
например аскорбиновой кислоты. К недостаткам метода относятся 
также высокая стоимость анализа и необходимость использования 
лиофильно высушенных реагентов, так как в жидком виде они име-
ют ограниченный срок хранения.

В клинической лабораторной диагностике наибольшее распро-
странение получили неферментные колориметрические способы 
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анализа ХЭ, которые в качестве субстратов используют тиохолино-
вые эфиры карбоновых кислот: ацетилтиохолин, бутирилтиохолин, 
пропионилтиохолин, бензоилтиохолин и другие эфиры, а также их 
производные. Под действием ХЭ тиохолиновые эфиры гидролизуют-
ся до тиохолина и соответствующей карбоновой кислоты. Тиохолин 
взаимодействует с хромогеном, образуя окрашенное соединение.  
В качестве хромогена используются реактив Эллмана – 5,5′-дитио-
бис-(2-нитро-бензойная кислота) (ДТНБ) или гексацианоферрат 
(ΙΙΙ) калия (красная кровяная соль). Наиболее распространенными 
субстратами являются ацетилтиохолин (АсТХ) и особенно бутирил-
тиохолин (БуТХ), более специфичный для фермента (сродство ХЭ к 
БуТХ в 2 раза больше, чем к АсТХ) и менее подверженный саморас-
паду под действием щелочных рН и повышенной температуры. 

Немецким обществом клинической химии (DGKC) в 1970 году 
рекомендовано использовать метод Эллмана для определения ак-
тивности ХЭ [46]. Холинэстераза гидролизует субстрат бутирилтио-
холин до тиохолина и масляной кислоты. Тиохолин взаимодейству-
ет с ДТНБ с образованием окрашенной в желтый цвет 2-нитро-5-тио-
бензойной кислоты (ТНБ), скорость образования которой пропорцио-
нальна активности ХЭ:
	 Холинэстераза 

Бутирилтиохолин + Н2О 	 Тиохолин + Масляная кислота

Тиохолин + 5,5′-Дитио-бис-(2-нитро-бензойная  кислота) → 2-нитро-5-тио-бензойная кислота 

Недостатком определения активности ХЭ с использованием ре-
актива Эллмана является излишне высокая чувствительность мето-
да (вследствие высокой поглощающей способности ТНБ: миллимо-
лярный коэффициент экстинкции ТНБ = 13,265), которая требует 
предварительного разведения сывороток, что неудобно, особенно 
при проведении анализа в автоматическом режиме. 

В 1994 году DGKC рекомендован модифицированный ме-
тод с гексацианоферратом (ΙΙΙ) калия в качестве хромогена [47].  
Холинэстераза катализирует гидролиз бутирилтиохолина до мас-
ляной кислоты и тиохолина, который восстанавливает окрашен-
ный гексацианоферрат (ΙΙΙ) калия до бесцветного гексацианофер-
рата (ΙΙ) калия:
	 Холинэстераза 

Бутирилтиохолин + Н2О 	 Тиохолин + Масляная кислота

2 Тиохолин + 2 [ Fe(CN)6 ] 3– + 2ОН– 	 Дитиобис(холин)+ 2 [ Fe(CN)6 ] 4– + Н2О
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Скорость снижения оптической плотности реакционного раствора 
при длине волны 405 нм пропорциональна активности ХЭ. Использо-
вание гексацианоферрата (ΙΙΙ) калия позволяет анализировать сыво-
роточную ХЭ в широком линейном диапазоне без предварительного 
разведения проб, поскольку миллимолярный коэффициент экстинк-
ции К3[Fe(CN)6] = 0,927, что значительно ниже, чем соответствующий 
показатель ТНБ. Преимущество метода состоит также в использовании 
жидких реагентов, которые стабильны в течение длительного срока.

Генетические варианты ХЭ выявляют с помощью дибукаинового 
показателя, основанного на определении процента ингибирования фер-
ментативной активности в присутствии дибукаина. Дибукаин растворяют 
в хромогене, определяют активность фермента и сравнивают ее с актив-
ностью фермента, полученной без добавления ингибитора в хромоген. 

В ЗАО «Вектор-Бест» разработан и с 2008 года серийно выпу-
скается набор жидких реагентов «Холинэстераза-Ново» для опреде-
ления активности ХЭ в сыворотке и плазме крови кинетическим 
методом с гексацианоферратом (ΙΙΙ) калия в качестве хромогена и 
йодидом бутирилтиохолина в качестве субстрата (DGKC, 1994 г.).

Все компоненты набора реагентов «Холинэстераза-Ново» жидкие 
и полностью готовы к применению. Набор рассчитан на 100 опреде-
лений при расходе 1 мл хромогена на одно определение. Он предна-
значен для использования на полуавтоматических и автоматических 
анализаторах. Время проведения анализа – 3–5 мин. Срок годности 
набора при температуре 2–8ºС – не менее года (набор стабилен до двух 
лет). Линейная область определения активности ХЭ – до 25000 Е/л;  
коэффициент вариации результатов измерения – не более 5%. 

С целью выявления генетических вариантов ХЭ с помощью 
данного набора запланирован выпуск дибукаина как дополнитель-
ного реагента к нему.

Правильность результатов определения активности ХЭ с по-
мощью набора реагентов «Холинэстераза-Ново» подтверждена при 
исследовании аттестованных контрольных сывороток «Precinorm» и 
«Precipath», выпускаемых фирмой «Roche» (Германия), «Contronorm» 
фирмы «Biocon» (Германия), а также сывороток уровня 2 и 3 фирмы 
«Randox» (Великобритания). 

Коэффициенты корреляции результатов параллельного опре-
деления активности ХЭ в сыворотке крови человека, полученные на 
анализаторах «Sapphire-400» и «Riele-5010» с использованием набо-
ров реагентов, выпускаемых ЗАО «Вектор-Бест» и фирмами «Diasys» 
(Германия) и «Sentinel» (Италия), составили не менее 0,99.
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7. ПРАКТИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
ИЗМЕРЕНИЙ АКТИВНОСТИ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ

Рекомендации по практическому применению результатов из-
мерений активности фермента приведены в обзоре [19].

В анестезии
Если активность ХЭ у пациента отсутствует или составляет не 

более 2% от нормы («молчащий» ген), то сукцинилхолин для анесте-
зии использовать не следует. Если активность ХЭ снижена, необхо-
димо провести тест с дибукаином. При наличии у пациента атипич-
ной формы фермента не использовать сукцинилхолин, а заменить 
его, например, на рокуроний.

Если у пациента в предоперационный период не определяли 
активность ХЭ, для предупреждения риска развития длительного 
апноэ, необходимо:

•	 прежде, чем ввести ему сукцинилхолин, приготовить аппара-
туру для длительной вентиляции легких. Известно, что у пациентов 
с высокой чувствительностью к препарату апноэ нередко наблюда-
ется в течение нескольких часов. Наибольшая продолжительность 
апноэ составляла 9 ч.

•	 в случае пролонгированного апноэ у пациента рекоменду-
ется определить фенотип фермента не только у него, но и у его бли-
жайших родственников с целью исключения в дальнейшем при-
менения сукцинилхолина для анестезии лиц, чувствительных к 
препарату.

При диагностике и лечении различных заболеваний
При ряде тяжелых заболеваний печени (гепатитах, циррозах, 

опухолях с метастазами в печень), почек, раке, истощении организ-
ма диагностическое значение имеет снижение активности сыворо-
точной ХЭ, которое следует рассматривать как результат угнете-
ния синтеза белков в печени. Определение фермента рекоменду-
ется использовать для мониторинга состояния больных с такими 
заболеваниями.

Монотонное снижение активности ХЭ у больных с заболевани-
ями печени указывает на прогрессирование печеночной недоста-
точности, а увеличение активности – на эффективность лечения. 
На ранних стадиях острых вирусных гепатитов уровень фермента 
снижается незначительно, однако долговременное понижение ак-
тивности ХЭ свидетельствует о хронизации заболевания и его пло-
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хом прогнозе. У пациентов с печеночной патологией определение 
ХЭ рекомендуется проводить в сочетании с исследованием алани-
наминотрасферазы (АЛТ) и гамма-глутамилтрансферазы (g-ГТ).

При прогрессировании раковых заболеваний, и особенно с по-
явлением метастазов, активность ХЭ у больных всегда снижается. 
Исследование ее в динамике позволяет отслеживать изменения в со-
стоянии пациентов и прогнозировать дальнейшее течение болезни. 

Изменение активности ХЭ в сыворотке (плазме) крови чело-
века отражает целый ряд патологических состояний и может быть 
использовано для их диагностики и мониторинга. К таким состоя-
ниям относятся:

•	 Ожирение. С увеличением степени ожирения активность ХЭ 
возрастает, а в условиях голодания – всегда снижается.

•	 Ожоговые травмы. Снижение активности сывороточной ХЭ 
по отношению к ее нормальному значению у пациента, как прави-
ло, коррелирует со степенью ожога. Ожоговые травмы, как известно, 
могут вызывать нарушения функции печени, поэтому результаты 
исследования фермента в динамике являются прогностическим по-
казателем состояния больного.

При остром инфаркте миокарда активность ХЭ в сыворотке 
крови в первые сутки заболевания – эффективный прогностический 
критерий его дальнейшего течения [48]. При нормальном уровне 
фермента (более 5100 Е/л) у больного наиболее вероятно благопри-
ятное течение постинфарктного периода. Если активность ХЭ менее 
5100 Е/л, то риск развития осложнений после перенесенного острого 
инфаркта миокарда значительно возрастает. 

Степень ингибирования ферментативной активности ХЭ (в сыворот-
ке крови и спинномозговой жидкости) при лечении болезни Альцгеймера 
современными антихолинэстеразными препаратами (см. табл. 3) может 
использоваться для подбора их дозировки больному, а также в качестве 
одного из критериев оценки эффективности проводимой терапии [49–55]. 

В токсикологии
Токсические свойства ряда биологически активных соединений 

обусловлены тем, что они ингибируют ацетилхолинэстеразу нервных 
синапсов. Одновременно с АХЭ такие препараты подавляют актив-
ность сывороточной ХЭ, что используется в качестве биохимического 
индикатора их попадания в организм человека. 

У лиц, занятых в производстве и хранении отравляющих веществ, 
а также в работах, связанных с получением и использованием пести-
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цидов, инсектицидов, лекарственных препаратов на основе ФОС и 
карбаматов, для предотвращения хронического отравления этими 
соединениями необходимо проводить систематический анализ ак-
тивности ХЭ. Обследование большой группы сельскохозяйственных 
рабочих в Кении, подвергавшихся воздействию пестицидов (ФОС  
и карбаматов) в течение длительного периода времени, выявило у 
них снижение активности фермента [56]. При ингибировании ХЭ 
и АХЭ более чем на 30% у обследованных лиц наблюдали значи-
тельное нарастание таких симптомов отравления, как: поражения 
респираторных путей, глаз и центральной нервной системы. 

Концентрацию токсичных веществ в крови человека можно оце-
нить [57], определив процент ингибирования ими ферментативной 
активности ХЭ. Пробу сыворотки крови человека, содержащую ин-
гибитор, добавляют в хромоген и в присутствии ингибитора опреде-
ляют активность ХЭ в стандартном растворе фермента. Полученное 
значение сравнивают с активностью фермента, измеренной без до-
бавления пробы сыворотки в хромоген и рассчитывают процент ин-
гибирования фермента. Эту величину используют для определения 
концентрации токсичного вещества в исследуемой сыворотке по ка-
либровочному графику, отражающему зависимость процента инги-
бирования ХЭ от концентрации ингибитора. Для построения графи-
ка используют аттестованный раствор ингибитора.

При единичном отравлении обратимыми ингибиторами, на-
пример карбаматами, необходимо установить, присутствуют ли они 
в крови пострадавшего человека. С этой целью обычно определяют 
активность ХЭ в нескольких последовательных разведениях сы-
воротки крови, минимальное и максимальное из которых должны 
отличаться не менее чем в 10 раз. При большом разбавлении сы-
воротки и, соответственно, ингибитора, активность фермента вос-
станавливается. Если активность ХЭ в разбавленной пробе выше, 
чем в неразбавленной, то это означает, что в сыворотке присутствует 
обратимый ингибитор фермента.

При отравлении необратимыми ингибиторами (ФОС) устано-
вить присутствие ингибитора в крови человека с помощью разбав-
ления сыворотки невозможно. В этом случае пробу сыворотки ре-
комендуется обработать реактиватором ХЭ и сравнить активность 
фермента до и после обработки пробы. Если реактиватора в лабора-
тории нет, восстановить активность ХЭ можно диализом пробы про-
тив проточной воды в течение нескольких часов. Учитывая то, что 
объем пробы при диализе может измениться, для сравнения двух 
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измерений рассчитывают удельную активность белка в пробе. Воз-
растание удельной активности ХЭ после обработки пробы является 
доказательством присутствия в сыворотке ингибитора фермента.

В судебной медицине
В судебной медицине выявление в исследуемой пробе крови че-

ловека некоторых фенотипических вариантов белков, особенно ати-
пичного фермента, может быть использовано для идентификации 
личности. Исследование ХЭ в таких целях имеет преимущества по 
сравнению с анализом других ферментов, поскольку она отличает-
ся высокой стабильностью, а ее активность может быть определена 
даже в старых образцах крови (при этом время анализа необходимо 
увеличить с 3–5 до 30–60 мин).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Определение активности холинэстеразы – простой, удобный и 

в то же время информативный тест для диагностики и мониторин-
га ряда заболеваний печени, а также некоторых других органов и 
систем. Предоперационный анализ активности ХЭ с определением 
дибукаинового числа позволяет выявить больных с атипичными 
формами фермента и избежать применения для анестезии миоре-
лаксанта сукцинилхолина, способного вызвать у таких пациентов 
длительное апноэ. Определение активности ХЭ – чувствительный 
тест для обнаружения и мониторинга отравлений рядом токсиче-
ских соединений.

Разработанный и серийно производимый в ЗАО «Вектор-Бест» 
набор жидких реагентов «Холинэстераза-Ново» для определения ХЭ 
в сыворотке и плазме крови кинетическим колориметрическим ме-
тодом соответствует рекомендациям Немецкого общества клиниче-
ской химии (DGKC) 1994 года. Из всех существующих в настоящее 
время способов измерения активности фермента данный метод наи-
более прост и удобен, имеет хорошие аналитические характеристи-
ки: высокую чувствительность, широкую линейную область опреде-
ления активности, хорошую воспроизводимость. Поэтому наборы 
реагентов на его основе в настоящее время доминируют в клинико-
диагностических лабораториях развитых стран Запада и России. На-
бор «Холинэстераза-Ново» по своему качеству не уступает ни одному 
из зарубежных аналогов, представленных на российском рынке.
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В настоящее время в ЗАО «Вектор-Бест» ведется освоение про-
изводства набора «Дибукаин. Холинэстераза-Ново», в состав которо-
го будет включен лиофильно высушенный реагент для определения 
дибукаинового числа, что позволит выявлять генетические вариан-
ты фермента.
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