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梭曼 、沙林对鸭血清丁酰胆碱酯酶的动力学研究
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　　提　要:目的　从酶反应动力学方面揭示梭曼 、沙林对丁酰胆碱酯酶的毒性强弱 ,比较两者对丁酰胆碱酯酶的抑制

强度。方法　通过改进的 Ellman 法验测定了鸭血清丁酰胆碱酯酶的 km 值 , 以及梭曼 、沙林对该酶抑制反应的解离常数

kd、膦酰化常数 k2和抑制速率常数 ki值。结果　虽然梭曼和沙林在可逆的酶-抑制剂反应过程中反应速度相差不大 ,但梭

曼对该酶的亲和力与抑制能力均比沙林强。结论　这可能是梭曼毒性大于沙林的一个重要因素。
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　　Abstract:Objective　To investigate the toxicity of soman and sarin to butyrylcholinesterase and to compare the

intensity of their inhibitory effect on butyrylcholinesterase.Methods 　km value of the duck serum butyryl-

cholinesterase was detected by modified Ellman method.The dissociation(kd), phosphonylation(k2), and biomolec-

ular reaction(k i)constants were determined for the inhibitory kinetics of soman and sarin.Results　Under the ex-

periment conditions , the km value of cholinesterase was 1.44×10
-5

mol/L.The kd values of soman and sarin to

cholinesterase were 0.88×10-8 mol/L and 1.87×10-8 mol/L.The k2 values were 9.89/min and 11.70/min.

Conclusion　Although there is little difference between the reactive velocities of soman and sarin when the reversible

enzyme-inhibitor complex is transformed to covalence phosphonylated-enzyme , the affinity and inhibitory capacity of

soman are higher than those of sarin.This may be the reason why the toxicity of soman is higher than that of sarin.
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　　梭曼 、沙林是 G 类毒剂的典型代表 ,这两种毒剂

的毒性很强 ,其共同特点是对胆碱酯酶都有很强的抑

制作用[ 1 , 2] ,但二者又不完全相同。过去人们对梭曼 、

沙林的毒性 、毒理研究得较多 ,而对其对胆碱酯酶抑制

作用动力学研究得较少 ,且结果差异较大 ,为了对这一

问题有一个明确的认识并为有机磷化合物的评价和防

护提供有效的依据 ,我们研究和探讨了梭曼和沙林对

胆碱酯酶抑制作用动力学 。

1　材料和方法

1.1　试剂与仪器
　　梭曼 、沙林 , 纯度 98%以上 , 鸭血清丁酰胆碱酯酶 , 本所纯

化 , DTNB(5 , 5-双-硫代-双-2-硝基苯甲酸), Sigma 公司产品。
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碘化硫代丁酰胆碱 、半胱氨酸等为市售分析纯试剂。

　　紫外-可见光分光光度计 ,日立 340 型。

1.2　实验方法
1.2.1　胆碱酯酶活性测定

1.2.1.1　正常酶活性测定　　用 Ellman 法[ 3] , 经适当修改。

两只比色杯(参比 、样品各一)。中各加入 0.2 mol/ L pH 为 7.2

的磷酸缓冲液 0.5 ml , 4 mmol/ L碘化硫代丁酰胆碱溶液 1 ml ,

0.2%的DTNB溶液 1 ml , 蒸馏水0.2 ml ,参比杯中再加入 0.25%

的阿拉伯胶溶液0.5 ml。两杯同时放入 30 ℃恒温比色槽中 , 孵

温5 min , 用注射器吸取 0.5 ml酶液 , 通过橡胶隔膜注入样品杯

中 ,酶反应立即开始 , 记录 2 min 的 A412变化值 。

1.2.1.2　中毒酶活性测定　　基本条件同上。只是样品杯中

用 0.2 ml所需浓度的梭曼或沙林溶液代替蒸馏水 ,以 A412对时

间作图。

　　在底物存在下 ,酶与抑制剂的反应模式为[ 4] :
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　　其中 , E为酶 , PX 是带脱离基团 X 的梭曼或沙林 , S 为底

物 , EPX为可逆性酶—抑制剂复合物 , EP 是共价结合的膦酰化

酶。由此可推导出抑制剂与胆碱酯酶反应的解离常数(kd), 膦

酰化常数(k2)和抑制速率常数(k i), 即:

　　kd=
km·[ PX]

(km+[ s])·(vc/v0-1)

　　k2=
Δ1nv
Δt

kd

[ PX] ·(1-Q)
+1 ×60

　　k i=
k2

kd

　　其中 , km 为酶对底物水解反应的米氏常数 , [ PX] 为抑制剂

反应浓度 , [ s] 为底物反应浓度 , v c为未被抑制的酶的反应速

度 , v0 为被抑制酶零时反应速度 , Δlnv 为被抑制酶瞬时反应速

度 , Δt为被抑制酶反应时间 , 1-Q 为 km/(km+[ s])。

1.2.2　km 值的测定

　　将半胱氨酸作为标准样品与 DTNB 反应 , 以半胱氨酸量对

反应产物 A412作出标准曲线 , 在本实验条件下 , 半胱氨酸浓度

与反应产物 A412呈直线关系。以碘化硫代丁酰胆碱为底物 , 同

样 ,用 DTNB法测出不同底物浓度下的酶反应速度。 底物水解

量可由半胱氨酸标准曲线求出。采用 Lineweaver-Burk 的双倒数

法作图求出 km 值。

2　结果

2.1　鸭血清丁酰胆碱酯酶的 km值

　　将鸭血清丁酰胆碱酯酶对碘化硫代丁酰胆碱水解的实验

数据以 1/v 对 1/[ s] 作图 ,结果见图 1。

图 1　鸭血清丁酰胆碱酯酶与碘化硫代丁酰胆碱反应的 km值

Fig 1　The km value for the interaction of duck sera BuChE with AchI

　　其直线回归方程为 y =13.144 82 +0.000 24x (r =

0.999 62),从中可以算出 km 值为 1.44×10-5 ml/ L。

2.2　梭曼 、沙林对鸭血清丁酰胆碱酯酶的抑制作用
　　在本实验条件下 ,鸭血清丁酰胆碱酯酶对底物的水解反应

速度曲线见图 2。

　　由图 2 可见 , 在 2 min 内 , 随着反应时间延长 , A412不断增

加 ,反应时间与 A412值呈直线关系 , 在 2 min 内所测得的反应速

度为酶反应初速度 , vc=0.003 58 s-1(每秒的 A412值)。

　　图 3a , b 为梭曼 、沙林抑制作用下鸭血清丁酰胆酯酶的反

应曲线。

　　由图 3可见 , 酶被梭曼 、沙林抑制后 , 酶活性大大降低。 在

最初反应时间内(<10 s), 反应时间与 A412值呈直线关系 ,而后

A412值上升减慢 , 反应速度降低 , 40 ～ 50 s 后 , A412值增加趋于

零 ,这和一般不可逆抑制剂对酶的作用特点是一致的。

图 2　鸭血清丁酰胆碱酯酶催化底物水解反应速度曲线

Fig 2　The curve of catalysised hydrolytic velocity on duck sera

butyrylcholinesterase

A:Soman;B:Sarin

图 3　酶反应速度曲线

Fig 3　Plot of reaction velocities for the inhibition of

butyrycholinesterase

　　为了求出酶被梭曼 、沙林抑制中的反应速度 ,可先在图 3a , b

曲线上各点做切线 ,求出相应各点的瞬时反应速度 vn , 见表1。

　　在图 3 可见在反应开始后 20 s 内 , 速度和时间几乎成正

比 , 以表1 中的数据作图可以得出酶被梭曼抑制的零时反应速

度 v0 为 0.002 56 s-1 , 酶被沙林抑制的零时反应速度 v0 为

0.002 04 s-1。

　　根据以上所得数据 ,按照上述公式 ,可分别算出梭曼 、沙林

对酶抑制的反应速率常数 k2 , 列于表 2。

1059第 12 期　　　　　　　　　　　　吴方晖 ,等.梭曼 、沙林对鸭血清丁酰胆碱酯酶的动力学研究　　　　　　　　　　　　　



表 1　梭曼 、沙林抑制下酶在不同时间的瞬时速度

Tab 1　Instantaneous velocity of butyrylcholinesterase inhibited

by soman or sarin

A412(s-1)

5 10 15 20 25 30

Soman 0.002 07 0.001 58 0.001 28 0.001 04 0.000 822 0.000 648

Sarin 0.001 45 0.000 820 0.000 555 0.000 384 0.000 266 0.000 179

表 2　梭曼 、沙林对鸭血清丁酰胆碱酯酶动力学常数

Tab 2　Kinetic constants for inhibition of BuChE by soman and sarin

Kinetic constant kd×10-7(mo l·L-1) k2(min-1) k i×107(mol-1·L·min-1)

Soman 0.88 9.89 11.20
Sarin 1.87 11.70 6.27

　　从表 2 可见 ,梭曼 、沙林对鸭血清丁酰胆碱酯酶的抑制作

用均比较强 ,其 k i值分别为 11.20×107 mol-1·L·min-1和 6.27

×107 mol-1·L·min-1;梭曼 、沙林对鸭血清丁酰胆碱酯酶的 kd

值分别为 0.88×10-8 mol·L-1和 1.87×10-8 mol·L-1 , 由 kd-k i

值可以看出 , 梭曼与该酶的亲和力比沙林大 , 抑制能力强;梭

曼 、沙林对鸭血清丁酰胆碱酯酶作用的 k2值分别为 9.89 min-1

和11.70 min-1 ,说明梭曼 、沙林在由可逆性酶—抑制剂复合物

转化为共价结合的膦酰化酶时 , 其反应速度相差不大 , 但由于

梭曼与酶的亲和力强 ,故梭曼毒性大于沙林。

3　讨论

　　胆碱酯酶是一类催化酰基胆碱水解的酶类。体内
的胆碱酯酶可分为两类[ 5] :①真性胆碱酯酶 ,即乙酰胆

碱酯酶(AchE)。 ②假性胆碱酯酶 ,或称丁酰胆碱酯酶
(BuChE)。前者大量存在于中枢神经系统 、神经肌肉

接头和红细胞中 。后者主要分别于细胞髓鞘 、胶质细
胞 、血浆 、肝脏及肠黏膜等部位 。

　　乙酰胆碱酯酶在乙酰胆碱的代谢和保持体内胆碱
能神经的正常功能中有主要生理作用。神经递质乙酰

胆碱在与受体结合后 ,必须立即被受体附近的乙酰胆
碱酯酶催化分解成乙酸和胆碱 ,而有机磷毒剂可以竞

争性结合于胆碱酯酶的活性中心 ,造成乙酰胆碱在体
内储积 ,引起机体痉挛 、瘫痪以致死亡。存在于血清中

的丁酰胆碱酯酶与乙酰胆碱酯酶水解底物相似 ,也可
以和有机磷毒物结合[ 6] 。最近的研究结果表明丁酰胆

碱酯酶在体内可以预防有机磷中毒 ,这一发现引起人
们极大的兴趣。本次实验中测得的梭曼 、沙林对鸭血

清丁酰胆碱酯酶的 ki值分别为 0.88×10
-8

mol·L
-1
和

1.87×10
-8

mol·L
-1
,说明底物与酶结合得相当牢固 ,

解离很慢 ,因此血清中的丁酰胆碱酯酶对进入机体的

有机磷毒剂有很强的中和作用 ,一定程度上阻止了有
机磷进入中枢神经系统 ,因此实践中在有机磷中毒时 ,

可以通过注射丁酰胆碱酯酶来保护机体
[ 7 , 8]

。
　　乙酰胆碱酯酶催化水解乙酰胆碱速度很快 ,但催

化丁酰胆碱水解速度极慢 ,不能水解苯酰胆碱 ,这是由
于乙酰胆碱酯酶活性中心包含一个催化部位和一个带

负电荷的结合部位 ,该空间构象与极性的乙酰胆碱正

好相配
[ 5]
。丁酰胆碱酯酶缺乏带负电荷的结合部位 ,

其催化底物水解的速度顺序为:丁酰胆碱>丙酰胆碱

>乙酰胆碱
[ 9]
,因此推测丁酰胆碱酯酶在反应开始阶

段底物与酶结合不是以静电吸附为主 ,而是主要依靠

疏水作用和分子间作用力 ,结合能力与底物分子量大
小和侧链疏水性有关 ,我们从测得的梭曼 、沙林同丁酰
胆碱酯酶的动力学常数可以得出相似结论 ,本实验中

侧链基团大的梭曼 kd值较沙林小 ,说明梭曼与该酶的
亲和力较沙林大 ,符合以上推论。

　　乙酰胆碱酯酶和丁酰胆碱酯酶的活性中心都能被
有机磷毒剂竞争性结合上去 ,从而抑制胆碱酯酶的正

常生理功能[ 10] 。本实验测得梭曼和沙林的抑制常数
k i值分别为 11.20×107 mol-1·L·min-1、 6.27 ×107

mol-1·L·min-1 ,从 ki值看二者对丁酰胆碱酯酶抑制作

用都很强 ,而梭曼对该酶抑制作用更强 ,这些与梭曼 、
沙林对试验动物整体毒性试验及体外对乙酰胆碱酯酶

抑制实验(I50)结果是一致的
[ 11 ,12] 。
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