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ОЦЕНКА КИНЕТИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ ФЕРМЕНТОВ 
В ГЕТЕРОГЕННОЙ НАДМОЛЕКУЛЯРНОЙ СИСТЕМЕ
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Энзимология на современном этапе развития биохимии и молекулярной биологии требует разработки 
новых подходов к оценке кинетических характеристик ферментов, входящих в состав сложных мультиэн-
зимных комплексов клетки. Для расчета кинетических параметров использовали результаты изменения оп-
тической плотности при длине волны 340 нм. Из первичных экспериментальных данных полной кинетиче-
ской кривой зависимости продукта реакции от времени предлагается рассчитывать следующие показатели: 
Kt – интегративный показатель сродства фермента к субстратам, Vmax – максимальная скорость реакции 
фермента, Ka – коэффициент каталитической эффективности, Kn – коэффициент кооперативности, Kd – 
коэффициент структурных изменений. Важное преимущество данного анализа заключается в том, что с его 
помощью можно корректно сравнивать между собой кинетические свойства ферментов различных классов. 
Это позволит провести интегративную кинетическую оценку различных ферментативных реакций в гете-
рогенной системе субклеточных органелл, что важно для понимания молекулярных механизмов регуляции 
метаболизма.
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At the modern stage of the development of biochemistry and molecular biology the development of 
enzymology demands elaboration of new approaches to the estimation of kinetic characteristics of enzymes being 
comprised of multienzyme complex sets of a cell. For the calculation of kinetic parameters used the results of 
the change of optical density in wave length of 340 nm. From primary experimental data of total kinetic curve of 
product reaction dependence on the time it is suggested to estimate the following indexes: Kt – integral index of 
enzyme affi nity with substrates, Vmax – maximum enzyme reaction rate; Ka – catalytic effectiveness coeffi cient; 
Kn – cooperation coeffi cient; Kd – coeffi cient of structural changes. An important advantage of this analysis is that 
it can help you properly compare the kinetic properties of the enzymes of various classes. This will allow to give 
the kinetic estimation of different enzyme reactions in heterogeneous system of subcellular organelles, and that is 
important for understanding of molecular mechanisms of metabolism regulation. 
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Хорошо известно, что основу всех мета-
болических процессов составляют ферменты. 
При этом основы ферментативной кинетики 
разработаны сегодня преимущественно для 
очищенных препаратов энзимов. Такой клас-
сический подход не позволяет в полной мере 
оценить каталитические свойства ферментов 
в реальных условиях их нахождения в клетке. 
Поэтому одним из важных направлений со-
временной энзимологии является изучение 
механизмов регуляции ферментативных реак-
ций в условиях гетерогенной системы клетки, 
где ферменты входят в состав сложных муль-
тиэнзимных комплексов. 

Накопленный экспериментальный ма-
териал практически мало что дает для 
понимания молекулярных механизмов 
регуляции активности ферментов в над-
молекулярных структурах субклеточных 
органелл [5]. Все это указывает на то, что 
изучение кинетических свойств ферментов 
в сложноорганизованной гетерогенной си-
стеме требует применения новых методи-
ческих подходов [1]. В первую очередь это 
определение интегративных кинетических 

показателей, позволяющих оценить ката-
литические свойства конкретного фермен-
та, входящего в состав мультиферментного 
комплекса (гликолиз, цикл трикарбоновых 
кислот и т.д.).

Целью данной работы явилась раз-
работка нового методического подхода 
к определению кинетических параметров 
ферментов в сложноорганизованной систе-
ме клетки.

Материал и методы исследования
Для расчета кинетических показателей исполь-

зовали данные изменения оптической плотности при 
длине волны 340 нм. В качестве примера вычисления 
кинетических параметров по предлагаемому методу 
исследовали активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ) 
в гомогенате печени интактных животных. Экспе-
рименты проведены на белых нелинейных крысах 
массой 180–250 г. Активность фермента определяли 
по Г.А. Кочетову [3] в прямой реакции (ЛДГпр) с ис-
пользованием в качестве субстрата молочной кисло-
ты и в обратной реакции (ЛДГобр) с использованием 
в качестве субстрата пировиноградной кислоты. Ста-
тистический анализ результатов исследований вы-
полнен с использованием программы Statistica 6.
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Результаты исследования 
и их обсуждение

Кинетическое уравнение можно записать 
двумя разными способами: либо в виде зави-
симости концентрации субстрата от времени, 
либо в виде зависимости скорости реакции 
от концентрации субстратов. Так сложилось, 
что в энзимологии чаще используют второй 
вариант, в химии, наоборот,  первый. Хи-
мики отдают предпочтение интегральным 
уравнениям скорости, имеющим преиму-
щество в том, что в них входят величины, 
непосредственно измеряемые эксперимен-
тально. Каким бы классическим методом ни 
определяли или ни рассчитывали значение 
константы Михаэлиса (Км) и максимальную 
скорость реакции (Vmax), существует фунда-
ментальная ошибка, вытекающая из самого 
характера этих методов. Чем меньше концен-
трация субстрата, тем труднее определить на-
чальную скорость ферментативной реакции. 
Помимо этого нежелательным последствием 
широкого применения классического кинети-
ческого подхода является то, что биохимики 
практически избегают применять интеграль-
ные уравнения скорости даже в тех случаях, 
когда это вполне оправданно.

На начальном этапе исследования кине-
тических свойств фермента (очищенный пре-
парат), когда основная задача сводится к тому, 
чтобы установить, какому уравнению подчи-
няются кинетические данные, измерения на-
чальных скоростей вполне оправданны. Од-
нако по завершении этого этапа необходимо 
переходить к изучению реакции во времени, 
поскольку в полной кинетической кривой со-
держится гораздо больше информации, чем 
просто в значении скорости, полученном экс-

траполяцией к нулевому моменту времени. 
Точные значения кинетических параметров 
можно получить из относительно небольшо-
го количества экспериментов. Важно, что ана-
лиз полных кинетических кривых позволяет 
избежать субъективных ошибок, неизбежных 
при определении начальных скоростей из не-
линейных графиков [2]. 

Поэтому для гетерогенной ферментатив-
ной системы целесообразнее использовать 
насыщающие концентрации субстрата, тем 
более что применение различных концентра-
ций субстрата вызывает в сложных системах 
клетки разнообразные конформационные 
изменения, что отражается на значитель-
ной вариабельности кинетических свойств 
конкретного фермента в составе мультифер-
ментного комплекса. Для определения кине-
тических констант ферментативной реакции 
целесообразно использовать полную кривую 
накопления продукта (зависимость концен-
трации продукта от времени – от начала до 
полного расходования субстрата). 

Нам представляется возможным ис-
пользовать данную закономерность для 
определения интегративных кинетических 
показателей конкретных ферментов, входя-
щих в состав сложноорганизованных над-
молекулярных структур клетки (гетероген-
ная надмолекулярная система). 

Используя кривую расходования суб-
страта (или накопления продукта), можно 
рассчитать время полупревращения фер-
ментативной реакции, кинетический пока-
затель, который также можно определить 
как интегративный показатель сродства 
фермента к субстратам в гетерогенной над-
молекулярной системе (рисунок). 

Полная кинетическая кривая зависимости V от t

V = VmaxЧ(t/(Kt + t)), 

где V – скорость накопления определенной 
концентрации продукта реакции за конкрет-

ный промежуток времени (мкмоль /мин); 
Vmax – максимальная скорость реакции фер-
мента в гетерогенной системе (максималь-
но возможное накопление продукта реак-
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ции при полном расходовании субстрата) 
(мкмоль /мин); t – время, соответствующее 
накоплению конкретной концентрации про-
дукта реакции (мин); Kt – интегративный 
показатель сродства фермента к субстратам 
в гетерогенной системе (время полупревра-
щения субстрата ферментативной реакции) 
(мин).

Из первичных экспериментальных дан-
ных полной кинетической кривой зависи-
мости продукта реакции от времени (V от 
t), используя математический метод, можно 
рассчитать следующие кинетические па-
раметры: Kt, Vmax [6], а также коэффициент 
каталитической эффективности фермента-
тивной реакции Ka (Ka = Vmax/Kt). 

Учитывая, что с течением времени ки-
нетическая характеристика фермента в над-
молекулярной структуре может изменять-
ся, целесообразно выбрать определенный 
диапазон времени на кинетической кривой, 
при котором имеет место преимуществен-
но пропорциональное изменение скорости 
реакции от времени, а концентрации исход-
ных субстратов остаются насыщающими. 
Данный промежуток времени равен 60 се-
кундам.

Несомненно, что в гетерогенных си-
стемах кинетика ферментативной реак-
ции носит сложный характер, связанный 
с конформационными и кооперативными 
взаимодействиями ферментов в надмолеку-

лярных структурах, а также их различной 
компартметализацией [4]. Поэтому воз-
никает необходимость определения новых 
коэффициентов Kf и Kn, где Kf – коэффи-
циент конформационных изменений фер-
мента в гетерогенной надмолекулярной 
системе (Kf = (V2/V1) и т.д.), а Kn – коэффи-
циент кооперативности ферментативной 
реакции в гетерогенной системе (Kn = (Kf/
t2/t1). Помимо данных показателей можно 
рассчитать коэффициент структурных из-
менений фермента в гетерогенной системе 
Kd (Kd = (Kn/Kf)) и Ksf – коэффициент струк-
турно-функциональных изменений фер-
мента в гетерогенной системе (Ksf = (Kd/
Ka)). Данные коэффициенты раскрывают 
взаимосвязь структурно-функциональных 
изменений конкретного фермента в слож-
ной гетерогенной надмолекулярной систе-
ме клетки с кинетической точки зрения, 
что очень важно для понимания регуляции 
метаболических процессов как в условиях 
физиологической нормы, так и патологии. 
Важно отметить, что все интегративные ки-
нетические коэффициенты рассчитываются 
с использованием экспериментально полу-
ченных данных из полной кинетической 
кривой. 

В качестве примера представлены ки-
нетические параметры лактатдегидрогеназ-
ной реакции (прямой и обратной) в гомоге-
нате печени крыс (таблица).

Интегративные кинетические показатели лактатдегидрогеназной реакции в гомогенате 
печени интактных животных (n = 10)

Кинетические показатели ЛДГпр ЛДГобр

Kt (мин) 2,21 ± 0,12 0,16 ± 0,01
Vmax (мкмоль /мин) 14,14 ± 0,75 5,73 ± 0,30
Ka 6,39 ± 0,34 35,81 ± 1,84
Kn 0,84 ± 0,04 0,57 ± 0,03
Kd 1,69 ± 0,09 1,14 ± 0,06
Ksf 0,26 0,033

Видно, что интегративные кинетические 
параметры лактатдегидрогеназы (в прямой 
и обратной реакциях) отличаются друг от 
друга. Сродство фермента к субстратам ре-
акции (Kt) у ЛДГобр существенно выше, чем 
Kt для ЛДГпр, что отражается в увеличении 
коэффициента каталитической эффективно-
сти для обратной ферментативной реакции 
в 5,6 раза по сравнению с прямой. Обраща-
ет на себя внимание то, что в гетерогенной 

системе гомогената печени лактатдегидро-
геназная реакция проявляет отрицательную 
кооперативность, которая для очищенного 
препарата фермента практически не харак-
терна. Полученные данные подтверждают, 
что каталитическая эффективность ЛДГобр 
в гомогенате печени интактных крыс выше, 
чем ЛДГпр. 

Из полученных данных следует, что ме-
таболически в надмолекулярной гетероген-
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ной системе гомогената печени процесс об-
разования молочной кислоты преобладает, 
над процессом ее использования.

Таким образом, предлагаемый новый 
методологический подход, который носит 
универсальный характер, позволяет прово-
дить интегративную кинетическую оценку 
различных ферментативных реакций в гете-
рогенной надмолекулярной системе клетки. 
Важное преимущество данного анализа за-
ключается в том, что с его помощью можно 
корректно сравнивать между собой кине-
тические свойства ферментов различных 
классов, что открывает перспективу для ком-
плексного исследования энзимов в сложно-
организованных структурах клетки. 

Уместно отметить, что энзимолог 
XXI века будет изучать молекулярные 
аспекты сложных биологических явлений 
не с позиций описания очередного нового 
фермента, а с целью понимания сущности 
реакций, в которых конкретный фермент 
участвует, и с возможностью воздействия на 
него в нужном направлении. Кинетические 
исследования могут приблизить то время, 
когда можно будет говорить об управляе-
мой, регуляторной энзимологии метаболиз-
ма клеток, что так важно для практической 
медицины.
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