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ПРЕДИСЛОВИЕ РЕДАКТОРА ПЕРЕВОДА 

Ферментативная кинетика является одной из динамично развива- 

ющихся областей современной биологической химии. Автор книги 

поставил перед собой задачу обобщить достижения ферментатив- 

ной кинетики и изложить в систематизированном виде методоло- 

гию исследования временных характеристик ферментов и основные 

представления о кинетических механизмах действия ферментов. 

Т. Келети — признанный авторитет в области физико-химической 

энзимологии — при написании книги использовал собственный бо- 

гатый опыт в исследованиях кинетики ферментативных реакций. 

Описывая принципы термодинамики, автор излагает прежде 

всего термодинамические закономерности обратимых процессов. 

Несмотря на то что живые системы являются открытыми (т. е. 

системами, обменивающимися с окружающей средой массой и 

энергией), в них можно выделить подсистемы, к которым доста- 

точно обоснованно могут быть применены принципы классической 

термодинамики (см. обсуждение этого вопроса в монографии Г. П. 

Гладышева, цитированной в списке дополнительной литературы к 

гл. 1). Появившаяся в последние годы термодйнамика неравновес- 

ных процессов дает возможность количественно описать сопряже- 

ние протекающих в клетке различных физико-химических процессов 

(например, химических реакций и процессов диффузии) и структур- 

ную организацию в эволюционирующих биологических системах. 

После краткого изложения основ термодинамики автор приво- 

дит общие сведения по химической кинетике, которые необходимы 

для анализа кинетических результатов, получаемых при исследова- 

нии ферментативных реакций. Хотелось бы особо подчеркнуть важ- 

ность определения порядка скорости реакции по отдельным 

компонентам системы. В случае ферментативных реакций можно 

говорить о порядке скорости реакции по ферменту, субстрату и мо- 

дификатору (ингибитору, активатору, аллостерическому эффекто-
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ру). Порядок скорости реакции (пд) по веществу А находят из 

наклона зависимостей логарифма начальной скорости реакции (и) 

от логарифма начальной концентрации вещества А. Автор ограни- 

чивается демонстрацией графика линейной зависимости [20 от 1[А] 

(см. рис. 7, 6), наклон которой дает величину Ma, и в дальнейшем 

изложении к определению порядка скорости ферментативной реак- 

ции по отдельным компонентам не возвращается (если не считать 

коэффициентов эластичности в разд. 3.7). По-видимому, причиной 

этого служит то обстоятельство, что порядок скорости фермента- 

тивной реакции по субстрату или модификатору (а в случае диссо- 

циирующих ферментных систем и по ферменту) является 

непостоянным и меняется при варьировании начальной концентра- 

ции компонента реакции. Например, для михаэлисовой зависимости 

скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата поря- 

док скорости реакции по субстрату уменьшается от 1 до 0 с ростом 

концентрации субстрата. Чем могут быть полезны переменные по- 

рядки скорости ферментативной реакции по отдельным компоне- 

нтам реакции? Прежде всего, порядок характеризует чувствитель- 

ность скорости ферментативной реакции к изменению концентра- 

ции компонента реакции, что важно для оценки вклада данной ре- 

акции в регуляцию метаболического пути. Далее, вторичный график 

зависимости ПА OT и может служить характеристикой формы кри- 

вой зависимости скорости ферментативной реакции от концентра- 

ции компонента А. Наконец, если говорить о диссоциирующих 

ферментных системах, то определение порядка скорости фермента- 

тивной реакции по ферменту в ряде случаев позволяет классифици- 

ровать тип диссоциирующей ферментной системы (Kurganav В, I. 

Allosteric enzymes. Kinetic behaviour. John Wiley & Sons, Chichester, 

1982). 

Отдельный раздел в гл. 2 посвящен кинетике обмена веществ 

между компартментами. Задачи подобного рода возникают при со- 

здании моделей, пригодных для описания данных фармакокинети- 

ки. Мы сочли необходимым в списке дополнительной литературы 

привести ссылки на монографии советских авторов по фармакоки- 

нетике. 

Если говорить о разделе, посвященном колебательным химиче- 

ским реакциям, то следует отметить, что упомянутая в этом разде- 

ле колебательная реакция окисления малоновой кислоты открыта 

советскими исследователями и известна как реакция Белоусова — 

Жаботинского (см. дополнительную литературу к гл. 2).
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Основная часть изложенного материала дает систематическое 

представление о кинетических механизмах ферментативных реак- 

ций, методах определения кинетических констант, механизмах ингиби- 

рования действия ферментов и молекулярных механизмах регуляции 

ферментативной активности. В случае олигомерных ферментов ки- 

нетическая информация должна дополняться изучением связывания 

специфических лигандов в равновесных условиях. Автор обсуждает 

графические методы определения числа лигандсвязывающих цент- 

ров в молекуле фермента и микроскопических констант диссоциа- 

ции  лиганд-ферментных комплексов. Эти подходы могут 

использоваться также фармакологами, исследующими связывание 

специфических лигандов рецепторами. Рассмотрен случай связыва- 

ния лиганда двухвалентным рецептором с учетом возможного взаи- 

модействия молекул лиганда в связанном состояния. Подобная 

ситуация представляет интерес в связи с тем, что рецепторы, встро- 

енные в мембрану, имеют, как правило, олигомерную природу. Мы 

сочли целесообразным привести дополнительную ссылку на работу, 

в которой теоретический анализ связывания лиганда двухвалент- 

ным рецептором дается с привлечением экспериментальных данных 

(Курганов Б. И. Биологические мембраны.— М.: Наука, 1984). Но- 

вые статистические подходы к анализу связывания лигандов набо- 

ром рецепторов с различным сродством разработаны С. Д. Варфо- 

ломеевым с сотр. (см. дополнительную литературу к гл. 3). Эти 

подходы позволяют более надежно доказать существование гетеро- 

генности в рецепторах определенных классов. 

В разделе, касающемся регуляции активности ферментов, для 

приводимых в тексте аллостерических ферментов мы дали их клас- 

сификационные номера согласно рекомендациям Enzyme Nomenclat- 

ure, Academic Press, Orlando, 1984. 

Поскольку при составлении кинетических уравнений для. много- 

центровых ферментов возникают определенные трудности, то в 

этих целях была использована теория графов. Важную роль в раз- 

работке подходов к анализу ферментативной кинетики на основе те- 

ории графов сыграли работы советских исследователей — 

М. В. Волькенштейна и Б. Н. Гольдштейна. Систетатическое изло- 

жение этих вопросов дано в монографии Б. И. Гольдштейна (см. 

дополнительную литературу к разд. 3.13). 

Книга Т. Келети, несомненно, послужит ценным учебным посо- 

бием для студентов и аспирантов биологических и медицинских ву- 

зов, специализирующихся в области физико-химической и
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медицинской энзимологии и биотехнологии. Думаю, что эта книга 

будет полезна OHOXHMHKaM, исследующим механизмы ферментатив- 

ных реакций и механизмы регуляции клеточного метаболизма, фар- 

макологам, изучающим фармакокинетические и фармакодинами- 

ческие аспекты применения лекарственных средств, и специалистам, 

использующим ферменты для решения прикладных задач. 

Ь. И. Курганов



ПРЕДИСЛОВИЕ АВТОРА 
К РУССКОМУ ИЗДАНИЮ 

Замысел этой книги состоял в том, чтобы представить методы, 

предназначенные для анализа механизма действия ферментов. Зада- 

ча установления механизмов ферментативных реакций требует до- 

сконального знания приемов химической кинетики. 

Уравнение скорости, описывающее поведение ферментативных 

реакций, обычно выражается системой нелинейных дифференциаль- 

ных уравнений, и получить аналитическое решение в общем случае 

невозможно. Поэтому для того, чтобы анализировать данные фер- 

ментативной кинетики, приходится использовать некоторые 

приближения. Например, мы обычно применяем линейную 

аппроксимацию для начальной скорости, стационарное приближе- 

ние и приближение по типу быстро устанавливающегося равнове- 

сия. Однако для ферментативных реакций In VIVO или даже для 

полиферментных систем in vitro часто нарушаются условия вы- 

полнимости этих приближений. | 
Для современной биологии характерна растущая тенденция ин- 

терпретировать биологические явления в терминах молекулярных 

механизмов, и многие биологи стремятся понять принципы энерге- 

тики, управляющие изменениями биохимических характеристик. 

Принципы термодинамики, включая экспериментальные приложе- 

ния, на протяжении многих лет имели существенное значение для 

развития биохимии, физиологии и биофизики и их важность посто- 

AHHO растет. Я надеюсь, что главы, касающиеся термодинамики и 

ее приложения к анализу ферментативных реакций, будут способ- 

ствовать более широкому использованию энзимологами термоди- 

намической аргументации и позволят им осознать ценность 

термодинамического подхода для более глубокого понимания мно- 

гих биохимических проблем. 

Узнавание играет исключительно важную роль в живых систе- 

мах. Оно контролируется межмолекулярными силами. Энергия свя- 

зывания, реализующаяся за счет взаимного насыщения этих сил, 

ответственна в конечном счете за катализ и специфичность реакций, 

катализируемых ферментами.
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Из сказанного становится ясным, почему таким вопросам, как 

термодинамика, связывание лигандов и кинетика полиферментных 

систем, а также контролю метаболических путей, уделено больше 

внимания, чем это обычно делается в учебниках по ферментативной 

кинетике. 

Для меня большая радость и честь то, что благодаря моим со- 

ветским коллегам эта книга на русском языке попадает к советским 

энзимологам, биохимикам, биофизикам. Я надеюсь, что книга по- 

может им в теоретической и экспериментальной работе. 

Будапешт, 14 июня 1988 г. 

Т. Келети



Посвящается Мати, неизменно поощрявшей, 

вдохновлявшей меня и самоотверженно помо- 

гавшей в моем труде, который без этого ни- 

когда бы не был завершен. (Так что все 

претензии следует предъявлять ей.) 

ПРЕДИСЛОВИЕ 

За последние полтора десятиления появился целый ряд блестя- 

щих монографий и учебников по кинетике. Но лишь немногие из 

них могут быть полезны биохимику в лаборатории. 

Цель данной книги — осветить вопросы ферментативной кине- 

тики в широком ее понимании и помочь тем, кто хочет пользовать- 

ся кинетическими методами. В наши намерения не входит анализ 

кинетического поведения каждого отдельного фермента. 

За последние двадцать лет наблюдалось бурное развитие фер- 

ментативной кинетики. Ее стали широко применять во всех обла- 

стях биохимии. Более того, она необходима в фармакологии и 

многих других областях биологии. Это связано с тем, что совре- 

менная энзимология стала комплексной наукой. Ферментативная 

кинетика изучает кинетику ферментативных реакций, их механизм, 

энергетику. проблемы регуляции, стерическую стркутуру, ответ- 

ственную за активность, процессы ассоциации — диссоциации субъ- 

единиц. Она рассматривает химическую модификацию групп, 

локализованных в активном центре. В настоящее время кинетика 

функционирования рецепторов, кинетика транспорта и кинетическое 

поведение иммобилизованных ферментов также изучаются фермен- 

тативной кинетикой. 

Современные энзимологические исследования используют весь 

арсенал математики, физики, физической, коллоидной и органиче- 

ской химии. Можно с уверенностью сказать, что новейшие исследо- 

вания в энзимологии немыслимы без кинетического подхода. 

Поэтому совершенно необходимо понимание теории ферментатив- 

ной кинетики. | 
В этой книги изложены основы термодинамики и химической 

кинетики, без значения которых невозможно понимание и использо- 

вание ферментативной кинетики. Глубина рассмотрения этих вопро- 

сов определяется их практической значимостью в биохимии и 

энзимологии. Подробно обсуждаются методы определения порядка 

простых, последовательных, параллельных и автокаталитических
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реакций, измерения констант скорости релаксационными методами, 

температурная зависимость констант. скорости. В книге также рас- 

смотрены кинетика реакций в воде, основы теории количественных 

соотношений между структурой и активностью, кинетический изо- 

топный метод, компартментный анализ и основы колебательных 

химических реакций. 

В главе, посвященной ферментативной кинетике, ввиду важности 

проблемы подробно разбирается кинетика односубстратных реак- 

ций, включая методы определения параметров реакции на основе 

измерения начальной скорости и анализа кривой протекания реак- 

ции. Помимо определения параметров фермент-субстратного ком- 

плекса в этой главе также обсуждаются характеристики комплекса 

рецептор-лиганд, методы остановленной струи, одиночного цикла 

превращений и релаксации, равновесный диализ, теория и недостат- 

ки традиционного графического представления. Читатель найдет 

разделы, посвященные кинетике последовательных (сопряженных) 

реакций и обнаружению эффекта туннелирования. 

Раздел, посвященный кинетическому анализу действия специфи- 

ческих ингибиторов, включает графические оценки интегральных 

уравнений различных типов ингибирования, определение констант 

ингибирования, псевдонеобратимое ингибирование и его кинетику, 

описание ферментов-самоубийц и двойного ингибирования. Поми- 

мо ингибирования избытком субстрата и продукта обсуждается 

действие активаторов и либераторов, а также влияние температуры 

и РН на ферментативные реакции. 

Специальный раздел посвящен кинетике транспорта и кинетиче- 

скому поведению иммобилизованных ферментов. 

После процессов регуляции метаболизма и кинетики регулятор- 

ных ферментов обсуждается кинетическое поведение двух- и трех- 

субстратных ферментов, применение следовых методов и наконец 

использование теории графов для определения кинетических уравне- 

ний. В приложении читатель знакомится с применением метода на- 

именьших квадратов, определением начальной скорости и методом 

«складного ножа». 

Эта книга написана с надеждой, что она поможет исследовате- 

лям понять узловые вопросы теории и практики ферментативной 

кинетики и послужит руководством по применению кинетических 

методов для биохимиков, фармакологов и биоинженеров. 

Тамам Келети



1. ЗАКОНЫ И ОСНОВНЫЕ ПОНЯТИЯ 
ТЕРМОДИНАМИКИ 

1.1. ОСНОВНЫЕ ТЕОРИИ И ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

Химическая термодинамика использует законы термодинамики 

применительно к химическим и физико-химическим явлениям. Она 

рассматривает тепловой и энергетический балансы процессов, а 

также химические и фазовые равновесия. Так как вопросы тепло- 

образования и энергетики играют важную роль в химической и фер- 

ментативной кинетике, являющейся предметом данной книги, то 

они будут рассмотрены в первой главе. 

В термодинамике совокупность исследуемых тел называется сис- 

темой, а тела, не входящие в нее, — внешним окружением. 

Рассматриваемые ниже законы. термодинамики применимы 

только к закрытым системам. Закрытые системы обмениваются с 

окружающей средой только энергией, но не массой. Живые орга- 

низмы представляют собой открытые системы, способные обмени- 

ваться с окружающей средой массой и при определенных условиях 

достигать динамического равновесия (стационарного состояния), 

но не термодинамического (с максимумом энтропии, см. второй 

закон термодинамики)”. Все открытые системы вместе с их окруже- 

нием образуют закрытую систему. 

При наличии теплообмена и возможности хотя бы частичной 

диффузии между телами, составляющими систему, образуется тер- 

модинамическая система. Термодинамическая система может взаи- 

модействовать со своим окружением, и это взаимодействие можно 

обнаружить по переносу тепла или совершению работы. В том слу- 

чае, когда взаимодействие системы со средой полностью отсутству- 

ет, система называется изолированной. 

Если состояние термодинамической системы остается неизмен- 

ным и причиной этого не является какой-либо внешний стационар- 

*В термодинамически равновесных системах нельзя наблюдать макроскопиче- 
ских изменений; их внутренняя энергия минимальна, и они находятся в состоянии 
полной беспорядочности. Живые системы достигают термодинамического равнове- 
сия только после смерти, т. е. после полного разложения всего организма.
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ный процесс, говорят, что система находится в равновесии. 

Если система состоит из одной фазы, то она гомогенная, в про- 

тивном случае — гетерогенная. 

Термодинамические системы можно классифицировать по сово- 

купности их свойств. Экстенсивные свойства, такие, как вес и объ- 

ем, пропорциональны массе; интенсивные свойства, такие, как 

температура, давление и удельные и молярные значения экстенсив- 

ных величин, не зависят от массы. Состояние системы, находящей- 

стя в равновесии, можно описать совокупностью ее интенсивных 

свойств. Они называются термодинамическими параметрами со- 

стояния. 

Термодинамические параметры системы описывают только дан- 

ное состояние, не учитывая предшествующих. Следовательно, изме- 

нение параметров при переходе системы из одного состояния в 

другое не зависит от пути реакции, а определяется только термоди- 

намическими параметрами начального и конечного состояний. 

Масса и объем — это общепринятые термины. Давление харак- 

теризует взаимодействие с внешним окружением, измеряемое как 

сила, приходящаяся на единицу площади поверхности. 

Температура, которая определяется интенсивностью теплового 

движения молекул, образующих систему, не простое понятие, оно 

включает понятие разности теплот. Между телами различной тем- 

пературы происходит теплоперенос, приводящий к выравниванию 

температуры. Абсолютная шкала температур основана на втором 

законе термодинамики; ее начало находится при абсолютном нуле, 

т. е. при —273,16 К. При абсолютном нуле часть энергии любого 

вещества, которая зависит от температуры (тепловая энергия), рав- 

на нулю, хотя энергия частиц, составляющих вещество, при нулевой 

температуре, естественно, не исчезает. 

Любое изменение термодинамической системы, приводящее к 

изменению хотя бы одного термодинамического параметра, назы- 

вается термодинамическим процессом. 

Если при протекании термодинамического процесса система про- 

ходит равновесные состояния, то при данных условиях работа, со- 

вершаемая самой системой, будет максимальной, а работа, 

совершаемая над системой, — минимальной. В таком случае гово- 

рят о равновесном процессе. И наоборот, процесс, протекающий 

при некотором ограниченном воздействии на систему, определяется 

как неравновесный. Работа, совершенная такой системой, меньше, 

чем максимальная работа в равновесном процессе. 

Если единственным результатом обратного процесса в изолиро- 

ванной системе является возвращение системы из конечного состоя-
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ния в исходное то такой процесс называют обратимым. Если в 

результате прямой или обратной реакции в системе или в ее окру- 

жении имеют место длительные изменения, то процесс называют 

необратимым. Причина необратимости в том, что процессы проте- 

кают через неравновесные состояния. 

Термодинамические параметры однозначны только для обрати- 

мых процессов, когда система находится в равновесии в любой мо- 

мент времени и в каждой ее части. 

Если вывести систему из состояния устойчивого равновесия, то 

возникнет термодинамический процесс, препятствующий внешнему 

воздействию (принцип Ле Шателье — Брауна). 

1.2. НУЛЕВОЙ ЗАКОН ТЕРМОДИНАМИКИ 

Как уже упоминалось выше, разность теплот тел разной темпе- 
ратуры стремится к нулю в результате теплопереноса. Эксперимен- 
тально установлено, что если каждое из двух тел находится в 
равновесии с третьим, то они равновесны по отношению друг к 
другу; это составляет содержание нулевого закона термодинамики. 
В более общем виде этот закон можно сформулировать так: в слу- 
чае равновесия между двумя взаимодействующими системами суще- 
ствует свойство, имеющее одинаковое количественное выражение 
для обеих систем. При тепловом равновесии это температура. 

Иными словами, каждому термодинамическому взаимодейст- 
вию соответствует определенный параметр термодинамических сис- 
тем, и равенство этих параметров является необходимым и 

достаточным условием термодинамического равновесия взаимо- 
действующих систем (статистико-механическая формулировка нуле- 
вого закона). 

1.3. ПЕРВЫЙ ЗАКОН ТЕРМОДИНАМИКИ 

Первый закон термодинамики гласит, что энергия не может 

быть получена из ничего, не может быть уничтожена, а может 

только превращаться из одного вида энергии в другой. 

Содержание энергии (U) в данной системе увеличивается при со- 

вершении работы (A) или передаче тепла (О) 

AU=A+Q (1) 

В случае цикла, когда AU = 0, 

A=-Q (2)
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Отсюда проистекает невозможность создания вечного двигателя 

первого рода. 

Если над системой не совершается никакой работы, т. е. 

dU = 5Q, то при равновесном давлении Р = 0 для объема Г можно 

определить новую функцию, первоначально введенную Гиббсом 

Н= 0+ РИ (3) 

где Н — энтальпия (или, менее точно, теплосодержание, или тепло- 

вая функция Гиббса). 

Си Н — однозначные функции состояния, так как их значения 

не зависят от того, каким образом система попала в рассматривае- 

мое состояние. В принципе это и есть закон Гесса: теплота превра- 

щения не зависит от пути протекания процесса. 

Процесс называется экзотермическим, если тепло выделяется, 

т.е. энтальпия уменьшается. Теплота превращения в экзотермиче- 

ском процессе — это отрицательная величина, так как положитель- 

ным условно считается тепло, полученное системой. Процесс, 

сопровождающийся поглощением тепла, называется зндотермиче- 

ским, в этом случае теплота превращения положительна. Протека- 

ющие в живых организмах анаболические процессы представляют 

собой эндотермические реакции, а катаболические (участвующие в 

расщеплении) процессы — экзотермические. 

Количество теплоты, необходимое для увеличения температуры 

тела единичной массы на один градус, называется средней удельной 

теплотой: 

с = О/тАГ (4) 

Поскольку средняя удельная теплота зависит и от абсолютного 

значения теплоты, и от разности теплот, то было введено понятие 

истинной удельной теплоты, определяемое в масштабе бесконечно 

малого количества теплоты: 

= 8Q/mdT (5) 

Произведение удельной теплоты Ha массу (тс) называется теп- 

‘‚лоемкостью. 

При использовании в качестве единицы массы моля или грамм- 

атома получается соответственно молярная или атомная теплота 

(С). Удельная теплота воды при 288,16 К и 0,981 бар (1 атм) произ- 

вольно принята за единицу. Следовательно, единица теплоты — это 

такое количество теплоты, которое необходимо, чтобы поднять 

температуру воды единичной массы при давлении 0,981 бар с 

287,66 К до 288,66 К. Размерность удельной теплоты — Дж/(кг.К).
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В случае бесконечного малого приращения теплоты и соверше- 

ния в системе только работы по изменению объема выражение (1) 
принимает следующий вид: 

dU = 60 - PdV (6) 

Из уравнения (3) для бесконечно малого приращения 

aH = dU + PdV + ИР (7) 

получаем полный дифференциал, а подставляя уравнение (6) в (7), 
получаем 

6Q = dH - ИР (8) 

При постоянном давлении (dP = 0) 

6О = dH (9) 

На основании этих уравнений, объединив (5) и (9), получаем сле- 

дующее выражение для теплоемкости при постоянном давлении: 

Ср = бОр/АТ = (6Н/бТ)ь (10) 

где подстрочный индекс указывает на внешнее условие, которое 

поддерживается постоянным. 

Аналогичным образом можно вывести уравнение для теплоем- 

кости при постоянном объеме 

Су = бОр/аТ = (6U/5T)y (11) 

Теплоемкость С = 6Q/dT имеет размерность скорости — Дж/К. 

Следовательно, теплоемкость представляет собой скорость измене- 

ния энергии (теплосодержания) в зависимости от температуры. 

Закон Лавуазье гласит, что изменение теплоты пропорциональ- 

но глубине протекания реакции 

dT = kat (12) 

где & — величина, отражающая глубину протекания реакции, К — 

коэффициент пропорциональности. Из уравнений (10) и (12) следует 

С = бО/КА& (13) 

Согласно закону Кирхгофа, изменение теплоемкости при посто- 

янном давлении имеет вид: 

ACp = 6AQ/dT = dAH/dT (см. уравнение (9)) ` (14)
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Поскольку из (12) и (14) следует, что 

АС = 6AQ/kAE (15) 

т.е. изменения теплоемкости имеют размерность скорости, то, сле- 

довательно, ° 
-_ 

AC 7 С конечное — (Сисходное (16) 
состояние состояние 

так как А в термодинамике обычно обозначает разность. АС обо- 

значает изменение скорости С в зависимости от изменения &, т. е. 

это изменение скорости изменения энергии в зависимости от глуби- 

ны протекания реакции. Поэтому для большей точности вместо ве- 

личины A следует использовать оператор O/d~ и тогда 

6С/бЕ = 5AQ/KAE (17) 

1.4. ВТОРОЙ ЗАКОН ТЕРМОДИНАМИКИ 

Первый закон термодинамики не выдвигает никаких требований 

к направлению процессов, происходящих в природе. Однако экспе- 

риментально показано, что все процессы в природе протекают в од- 

ном направлении, т. е. они необратимы. Необратимость в термоди- 

намике означает, что процесс не может идти в обратном направле- 

нии без постоянного изменения энергии в окружающей среде. 

Следствием второго закона является увеличение энтропии в 

природных процессах. Энтропия выражается следующим ypaB- 

нением: 

dS = бО/Т (18) 

означающим, что дифференциальное изменение энтропии равняется 

отношению элементарного количёства теплоты к абсолютной тем- 

пературе. 

Основываясь на втором законе термодинамики, все природные 

процессы, не противоречащие первому закону, можно разделить на 

две группы: 1) самопроизвольные при данных условиях и 2) несамо- 

произвольные. _ | 
Невозможна реакция, дающая только перенос тепла от тела с 

более низкой температурой к телу с более высокой температурой. 

Это означает, что работа не может быть выполнена исключительно 

за счет тепловой энергии окружающей среды, другими словами, не- 

возможно создание вечного двигателя второго рода. 

Дифференциальное изменение энтропии равняется отношению 

количества обратимо поглощенного тепла к абсолютной темпера-
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туре. При протекании обратимых реакций в изолированной системе 

энтропия остается неизменной, в необратимых процессах она воз- 

растает. Если в результате необратимого процесса изолированная 

система приходит в равновесие, то ее энтропия достигает максиму- 

ма. Следовательно, изменение энтропии определяет направление 

процесса и одновременно условия равновесия. 

Принцип постоянства или увеличения энтропии справедлив 

только для целостной изолированной системы. Реакции, сопровож- 

дающиеся понижением энтропии, могут протекать в отдельных ча- 

стях системы, тем самым доказывая возожность протекания 

реакций с понижением энтропии также и в неизолированных систе- 

мах. В изолированной системе увеличение энтропии служит мерой 

необратимости процесса. | 

1.4.1. Статистическая формулировка второго закона. Число микро- 

состояний, посредством которых может быть достигнуто данное 

макросостояние, называется термодинамической вероятностью. В 

то время как математическая вероятность варьирует между | и 0, 

термодинамическая вероятность может быть очень большой. Мате- 

матическая вероятность состояния равна отношению его термоди- 

намической вероятности к числу всех возможных микросостояний. 

Все микросостояния равновероятны. Это означает, что для систе- 

мы, находящейся в постоянных макроскопических условиях, часто- 

та попадания в определенные микросостояния за достаточно 

длительный промежуток времени одинакова для всех возможных 

микросостояний. Состояние любой молекулы, рассматриваемой как 

безразмерная точка, можно описать тремя координатами состояний 

и тремя импульсными компонентами (фазовое поле). Такое поле ко- 

ординат и импульсов может иметь множество измерений независи- 

мо от реального пространства в соответствии с внутренними 

степенями свободы реальных молекул. Согласно значениям коорди- 

нат, все молекулы системы можно поместить в соответствующие 

клетки фазового поля. Распределение молекул по клеткам определя- 

ет число микросостояний, т. е. термодинамическую вероятность. 

Процессы, протекающие в изолированных системах, сопровож- 

даются увеличением энтропии. Это соответствует увеличению тер- 

модинамической вероятности. Для отдельных функций справедли- 

вы следующие уравнения: 

dU = 145 - Pdv (19) 

ан = 145 + ПР (20) 

В действительности эти уравнения можно рассматривать как
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суммарное математическое выражение двух первых законов (см. (1) 

и (3)). Однако они верны только тогда, когда функции состояния 

являются равновесными величинами и при этом еще учитывается 

только работа по изменению объема (т. е. в системе не протекают 

никакие химические реакции). 

1.4.2. Функции термодинамического потенциала. Функция свобоод- 

ной энергии Гельмгольца определяется как 

F=U-TS (21) 

и при абсолютном нуле 

Fo = Up (22) 

Если с помощью теплообмена обеспечить изотермическое проте- 

кание реакции, то 

ДЕ = ДИ - TAS (23) 

Это означает, что изменение свободной энергии равно работе, со- 

вершенной над системой при изотермическом обратимом процессе. 

Изобарный потенциал (или термодинамический потенциал, 

свободная энергия Гиббса, свободная энтальпия) определяется вы- 

ражением 

G=H-TS=U+ PV—- Тф=Е+ РИ (24) 

Если с помощью теплообмена сделать процесс изотермическим и 

поддерживать постоянным давление, то 

AG = AH - TAS (25) 

т. е. уменьшение свободной энтальпии (свободной энергии Гиббса) 

равно работе, совершенной системой в обратимом изобарно- 

изотермическом процессе. 

Для однокомпонентной гомогенной системы свободная энталь- 

пия одного моля вещества (молярная свободная энергия) является 

химическим потенциалом: 

и = (0G/dn)r, Pp = (dU/dn 5, и = (9Н/дп )P,s = (ОР/дп)и.т (26) 

roe п — число молей вещества. 

Для многокомпонентной системы химический потенциал 1-го 

компонента определяется как 

ш = (9С/дп; ) rn, (27) 

roe j=1, ... К, 171.
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Изменение свободной энтальпии в системе может быть пред- 

ставлено в виде суммы произведений химических потенциалов со- 

ставляющих ее компонентов на изменение числа их молей: 

k 
dG = >; рт (28) 

i=1 

В состоянии равновесия химические потенциалы ‘компонентов 

данной системы равны. 

Термодинамическую функцию называют характеристической, 

если она сама или ее частная производная по соответствующим не- 

зависимым переменным описывает произвольно выбранное термо- 

динамическое свойство данной системы. Наиболее часто в термоди- 

намике используют характеристические функции (0, Н, 5, Fu С. 

1.5. ТРЕТИЙ ЗАКОН ТЕРМОДИНАМИКИ 

Третий закон известен также как тепловой закон (тепловая тео- 

рема Нернста). Он гласит, что зависимости теплоты реакций и из- 

менений свободной энтальпии для переходов между чистыми 

конденсированными фазами от абсолютной температуры представ- 

ляют собой кривые, выходящие обе из одной и той же точки при 

T=0 с начальными касательными, параллельными оси тем- 

ператур. 

Учитывая соотношение между температурным коэффициентом и 

изменением энтропии, основанное на втором законе, третий закон 

можно сформулировать еще и так: при Т = 0 существует предел из- 

менений энтропии, вызванных превращениями чистых конденсиро- 

ванных фаз 

450 = 0 (29) 

т. е. согласно Планку, для идеального кристалла 

$0 =0 (30) 

где 5° обозначает стандартную энтропию (т. е. при давлении 0,981 

бар, как и все другие термодинамические функции с надстрочным 

индексом 0); подстрочный индекс 0 обозначает нулевую абсолют- 

ную температуру. 

Следовательно, для одного класса соединений энтропии должно 

быть приписано абсолютное значение, иными словами, для вычис- 

ления энтропии существует определенная, объективная нулевая точ- 

ка отсчета. Поскольку критерием равновесного состояния является
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максимум энтропии при данных условиях, то становится возмож- 

ным рассчитать положения абсолютных равновесий. 

Согласно статистической концепции энтропии, предложенной 

Больцманом, 

$ = КЕШ (31) 

где Кв — константа Больцмана, W — термодинамическая вероят- 

ность состояния для рассматриваемого вещества. Соотношение 

Планка 

Wo =1 (32) 

означает, что в статистической трактовке состояние идеального 

кристалла при абсолютном нуле температур может осуществляться 

единственным образом, соответствующим идеальному порядку. 

Поскольку идеальный порядок в реальных системах недости- 

жим, то третий закон можно сформулировать еще и так: ни одна 

система не может быть приведена к абсолютному нулю температур 

за конечное число шагов. 

1.6. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТЕРМОДИНАМИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ 

Наиболее часто используются калориметрические методы опре- 

деления термодинамических параметров. Для изучения биологиче- 

ских систем были сконструированы различные микрокалориметры. 

Калориметры периодического действия (batch microcalorimeters) измеря- 

ют количество тепла, выделившегося или поглощенного между на- 

чальными и конечными (равновесными) состояниями при смешении 

веществ А и В и протекании реакции между ними в заданном объ- 

еме и при постоянной температуре в термостате большой емкости. 

Это количество тепла складывается из теплот реакции и теплот 

смешения и разведения. Две последние величины можно определить 

из самостоятельных экспериментов и таким образом теплота реак- 

ции (О”) может быть рассчитана из уравнения: 

О* = К равн[ А] АН°/(1 + Кравы[А J) (33) 

где Кравн — Константа равновесия реакции, [A] — варьируемая кон- 

центрация одного из реагирующих веществ. Из уравнения (33) 

имеем 

1/Q* = 1/AH® + 1/KpasylA ]AH® (34) 

[A] = [A]o - Q*[B]o/AH” (35)



Определение термодинамических параметров 

Таблица 1. Численные значения наиболее часто используемых констант 

и размерность функций 

23 

Название Обозначение Численное значение Размерность 

Постоянная Больцмана КБ 1,38054 : 10-23 Дж.К-! 
Постоянная Планка h 6,6256 : 10-33 Дж. с 
Число Авогадро N 6,02252 . 1073 моль ` ! 
Универсальная газовая 

постоянная R 8,3143 Дж.К`!. моль ` ' 

Изменение энтальпии АН Дж - моль `! 

Изменение энтропии AS Tix-monp~'-K7! 

Изменение свободной эн- 
тальпии АС Дж. моль ' 

Молярная теплоемкость при 

постоянном давлении Cp Дж.К =! 

Теплоемкость при постоянном 

давлении Cp Дж. моль '.К”! 
Теплота О Дж 

Теплота реакции Q* Дж. моль! 

где [А]о — начальная концентрация A, [В]о — начальная концент- 

рация другого исходного вещества реакции, поддерживаемая посто- 

янной. Если QOmax — наибольшая измеряемая теплота реакции при 

самой высокой концентрации [А] (при насыщении), то поскольку 

Qimax/[Bo] = АН° (36) 

уравнение (35) можно использовать для определения [A]; отсюда 

и из уравнения (34) можно с помощью уравнения 

AG® = —RTMNK ass 

рассчитать К`азн (см. ниже разд. 2.13, уравнение (294)). 

Зная ДС° и AH®, из уравнения (25) получаем Д5°. Определяя AH® 
при различных температурах, можно также рассчитать молярные 

теплоты на основании уравнения (10). | 

Изменяя температуру с постоянной скоростью, с помощью ска- 

нирующих микрокалориметров измеряют изменение теплоемкости 

исследуемого вещества. Так как теплоемкость тесно связана с тем- 

пературными изменениями энтальпии (см. уравнение (10)), то при 

известной в интервале температур от То до Т теплоемкости (моляр- 

ной теплоте) системы можно рассчитать все термодинамические па-
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раметры: 

Т 

H(T) = H(To) + ] CpdT (37) 
To 

[ ©(T) S(T) = S(To) + | a aT ` (38) 
То 

G(T) = НСТ) - TS(T) (39) 

В биохимической практике калориметры периодического дей- 

ствия (batch microcalorimeters) используются в основном для опреде- 

ления термодинамических параметров ферментативных реакций и 

процессов связывания лигандов; для характеристики стабильности 

и изменений белковой структуры применяются сканирующие мик- 

рокалориметры. 

Наиболее часто используемые в термодинамике константы и 

функции приведены в табл. I. 

1.7. НЕРАВНОВЕСНАЯ ТЕРМОДИНАМИКА 

Все вышесказанное применимо только к равновесным состояни- 

ям закрытых систем (термостатике). Однако в действительности 

мы сталкиваемся в основном с неравновесными (необратимыми) 

открытыми термодинамическими системами. 

Фактически неравновесная термодинамика описывает энергетику 

реальных и, следовательно, необратимых изменений, происходящих 

в открытых системах во времени. В этом случае система обменива- 

ется со своим окружением не только энергией, но и веществом. По- 

этому если мы хотим описать систему, то нужно также 

рассматривать процессы транспорта и химические реакции, включа- 

ющие перенос вещества. 

Термодинамические градиенты (Х) приводят к возрастанию по- 

токов (J). Согласно линейному закону Онзагера, вблизи состояния 

равновесия поток линейно пропорционален силе (J = [Х)*. В этом 

случае, если между системой и.окружающей ее средой происходит 

обмен не только энергией, но и веществом, энтропия увеличивается 

и, следовательно, система достигает термодинамически наиболее 

вероятного и наименее упорядоченного состояния. 

“Коэффициент проводимости L является экстенсивной величиной, a термодина 

мическая сила Х — интенсивной.
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В неравновесной термодинамике, например, изменение элемен- 

тарной энтропии можно описать следующим уравнением: 

dS = dS + d,S (40) 

где dS — общее изменение энтропии системы, 45 — внешнее изме- 

нение энтропии, определяемое уравнением 

dS = @О/Т (41) 

(где 4&«О — обратимый теплоперенос), и 4.5 — положительное из- 

менение энтропии (для обратимых процессов и для состояния рав- 

новесия оно равно нулю), соответствующее необратимым процес- 

сам, протекающим внутри системы: 

4.5 >20 (42) 

Если в уравнении (42) выполняется знак равенства, то (40) и (41) 

действительны для обратимых процессов. 

Для всех необратимых процессов справедливо, что в состоянии 

равновесия J, = ди XQ = 0, где Л, — скорости, а Xq — термодина- 

мические (или обобщенные) силы. Вблизи состояния равновесия 

можно использовать линейные, так называемые феноменологиче- 

ские соотношения: 

Ja = 2. Гав в (43) 

roe a, В, ..., п — порядковые номера для п скоростей и сил, Lag — 

феноменологический коэффициент. Диагональные коэффициенты 

матрицы ILagll называются латентными или согласующимися ко- 
эффициентами. 

Другие коэффициенты Lag(a > В) представляют собой коэффи- 

циенты взаимодействия. Они описывают взаимодействие необра- 

тимых процессов a и'В. Для двух необратимых процессов 

Л = Ба М + L12X2 (44) 

Jo = Га А + [225 (45) 

0[5] = [11 Х? + (Liz + Lo ) МХ + [2 > 0 (46) 

где o[S] — производство энтропии, отнесенное к единице времени 

и объема. Величина o(S) должна быть положительной для всех по- 

ложительных и отрицательных значений АХ! и X2, кроме 

X, = X2 = 0, когда производство энтропии равняется нулю. Это ус- 

ловие обязательно подразумевает, что 

Li; > 0, [22 >0 (47) 

(Liz + [21)* > 4111.22 (48)
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Отсюда следует, что латентные коэффициенты (Li1 и L22) больше 

нуля, а коэффициенты взаимодействия могут быть как положитель- 

ными, так и отрицательными, причем их величина полностью опре- 

деляется уравнением (48). 

Согласно уравнению (46), 

o[S] = >) ГевХаХв >20 (49) 
aB 

Обратное соотношение Онзагера, являющееся дополнением KO BTO- 

рому закону термодинамики, также выражает важную зависимость: 

Lap = Lga (a > В) (50) 

означающую, что если на скорость Ja, связанную с необратимым 

процессом с, воздействует сила Xg, относящаяся к необратимой pe- 

акции 6, то воздействие Х. на скорость Jg будет характеризоваться 

точно таким же коэффициентом взаимодействия Lag. 

Подставляя выражение (50) в уравнение (46), дифференцируя по 

X2 при постоянном XX; и используя (45), получаем 

(9/9.Х>)в [$] = 2(L21.X%1 + L22X2) = 2Л = 0 (51) 

Это означает, что оба утверждения J2 = и (0/0X2)o[S] = 0 полнос- 

тью эквивалентны. Производство энтропии прекращается, и возни- 

кает состояние равновесия как частный случай устойчивого 

состояния (принцип минимального производства энтропии, при- 

Hyun Пригожина) (см. разд. 3.1.2). 

Для живых систем, строго говоря, всегда применима неравно- 

весная, необратимая термодинамика. Тем не менее все соотношения 

термостатики справедливы и для клетки малого объема, входящей 

в неравновесную систему. Это положение верно не только для реак- 

ций, протекающих вблизи равновесия, но и для всех процессов, за 

исключением турбулентных явлений, ударных волн и сверхбыстрых 

реакций в плазме, что подтверждает возможность использования в 

большинстве случаев уравнений термодинамики как достоверных 

аппроксимаций при изучении химических процессов и биологических 

систем. 
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2. ХИМИЧЕСКАЯ КИНЕТИКА 

2.1. КЛАССИФИКАЦИЯ ХИМИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ 

Химические реакции можно разделить на две группы: гомоген- 

ные и гетерогенные. 

В гомогенной фазе (по крайней мере в покоящейся гомогенной 

фазе и для сравнительно медленных реакций, т. е. за исключением 

тех, которые протекают в непрерывном проточном реакторе, и 

взрывающихся смесей) реакция протекает с одинаковой скоростью 

в любом элементарном объеме данной фазы в любое время и в лю- 

бой момент времени с одинаковой скоростью. Гетерогенные реак- 

ции, наоборот, протекают, как правило, на границе фаз. 

Следовательно, во многих случаях скорость гетерогенных реакций 

определяется скоростью подачи реагирующих веществ на границу 

или же скоростью удаления с границы продуктов реакции. 

Обычно реакции, протекающие в присутствии контактных ката- 

лизаторов, также считаются гетерогенными. Однако в тех случаях, 

когда для протекания реакции необходимо присутствие катализато- 

ра, реакцию можно рассматривать как гетерогенную только при ус- 

ловии, что слой абсорбированного вещества считается отдельной 

фазой. 

Катализатор может и не быть гетерогенной фазой по отноше- 

нию к реакционной смеси. Известны также гомогенные катализато- 

ры, не образующие границы раздела фаз с реакционной смесью. 

Ферменты, растворенные в реакционной смеси, также считаются 

гомогенными. Тем не менее ферменты часто ведут себя как гетеро- 

генные катализаторы, так как из-за большого размера их белковых 

молекул они склонны к образованию коллоидных, а не истинных 

растворов. Гетерогенность их подтверждается еще и тем, что для 

целого ряда ферментативных реакций скорость образования фер- 

мент-субстратного комплекса, определяющая максимально возмож- 

ную суммарную скорость реакции, зависит только от скорости 

диффузии субстратов к поверхности фермента.
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2.2. СКОРОСТЬ РЕАКЦИИ 

Скорость реакции определяется как количество вещества, пре- 

вращенного (образовавшегося или распавшегося) в единицу време- 

ни. Она является функцией концентраций участвующих в реакции 

веществ; эти концентрации непрерывно изменяются по мере проте- 

кания реакции. Следовательно, однозначное определение скорости 

реакции может быть дано только в том случае, если конечное изме- 

нение количества вещества в единицу времени заменить на диффе- 

ренциальную разность, отнесенную к бесконечно малому времени 

dt. Количество превращенных веществ обычно выражают в виде 

изменения объемной концентрации с. 

Скорость реакции не может быть измерена непосредственно; 

можно только определять концентрации с, относящиеся к разным 

моментам времени Е. Зная пары значений с — ¢, определенные с до- 

`статочной частотой, можно построить функцию 

t 

|со — G| = ] vdt (52) 
0 

где Co — концентрация в момент [= 0. Наклон кривых дает CKO- 

рость и в момент времени Е (графическое дифференцирование). При 

этом, естественно, наблюдаются строго определенные условия ре- 

акции (температура, рН, давление в газовых реакциях). 

2.3. ВЕЩЕСТВА, ВЛИЯЮЩИЕ НА СКОРОСТЬ РЕАКЦИИ 

Катализаторы (гомогенные или гетерогенные) являются ве- 

ществами, которые повышают скорость спонтанно протекающих 

реакций, а сами могут оставаться в системе неизменными к концу 

реакции. В обратимых реакциях катализаторы ускоряют реакцию 

в обоих направлениях в одинаковой степени, не нарушая рав- 

новесия. 

В некоторых случаях один из продуктов реакции ведет себя как 

катализатор, ускоряя реакцию. Такие реакции называют автоката- 

литическими, несмотря на то что ведущий себя как катализатор 

промежуточный продукт не является истинным катализатором. Бу- 

дучи промежуточным продуктом, он потребляется в ходе реакции, 

не сохраняясь в системе до конца реакции. | 

Если вещество инициирует реакцию, оно называется инициато- 

ром; если оно ускоряет каталитическую реакцию, оно называется 

ускорителем или активатором. Соединения, понижающие ско- 

рость каталитической реакции и полностью подавляющие ее, назы-
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ваются ингибиторами. Вещества, препятствующие ускоряющему 

действию катализатора или постепенно снимающие его, называют- 

ся каталитическими ядами. И, наконец, вещество, непосредственно 

не влияющее на катализатор, но приостанавливающее активацион- 

ное или ингибирующее каталитическое действие другой молекулы, 

называется либератором. 

Это наиболее важные типы веществ, оказывающие положитель- 

ное или отрицательное влияние на скорость различных каталитиче- 

ских реакций. 

2.4. МЕХАНИЗМЫ РЕАКЦИЙ 

Перечень факторов, влияющих на скорость реакции (см. выше), 

уже сам по себе показал, что протекание химических реакций не 

всегда можно описать стехиометрическим уравнением реакции, со- 

держащим начальные и конечные продукты. Следовательно, чрез- 

вычайно важно знать истинный путь реакции и механизм 

образования продуктов. 

В большинстве химических реакций продукты не образуются в 

результате простых столкновений между молекулами, стоящими в 

левой части стехиометрического уравнения, давая за один этап ре- 

акции продукты, стоящие в правой части. Эти так называемые 

простые реакции очень редки. Большинство реакций, в том числе 

и все каталитические, — это очень сложные процессы, которые 

можно представить в виде целой системы последовательных или 

частично параллельных и частично последовательных простых ре- 

акций. Эти простые реакции называются стадиями реакции или эле- 

ментарными стадиями, и в совокупности они составляют механиз- 

мы реакции. 
На сегодняшний день химическая кинетика занимается в основ- 

ном изучением механизмов реакций. 

2.5. МОЛЕКУЛЯРНОСТЬ, СТЕХИОМЕТРИЯ, ПОРЯДОК 

Молекулярность реакции обозначает число молекул, реагирую- 

щих друг с другом в данной реакции; например, две молекулы в 

реакции 

H, + lL, @ 2HI (53) 

Стехиометрия реакции выражет количественное соотношение 
реагентов, обеспечивающее образование одной молекулы продукта,
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присутствующего в наименьшем количестве, например, для той же 
реакции 

ИН, + Иен! (54) 

Порядок реакции —^то показатель стбпени концентрации ско- 

ростьопределяющего вещества в математическом уравнении скорос- 

ти реакции. Порядок реакции совпадает со стехиометрическим 

коэффициентом только для простых реакций и элементарных про- 

цессов. При этом происходит одноквантовый процесс (один квант 

энергии поглощается или выделяется), т. е. одна химическая связь 

расщепляется или образуется, другими словами, диссоциация про- 

исходит в направлении простого колебания. 

Реакция может иметь нулевой, первый, второй, третий, четвер- 

тый и в исключительных случаях дробный порядок. В более слож- 

ных случаях порядок всей реакции не может быть выражен ни 

целым, ни дробным числом. 

Для реакций первого порядка скорость определяется выра- 

жением 

и = Кса (55) 

где Cg — концентрация реагента, К — константа скорости, имеющая 

размерность 

К = и/с. (моль: 4M ~*?-c~!)/(Monb- дм”) =c7l. (56) 

Скорость реакции второго порядка, если в ней участвуют одина- 

ковые молекулы, равна 

и = ke? (57) 

с константой скорости 5 
К = v/C 

; *(58) 
(моль. M~*-c~')/(Moms?- aM ~°) = aM*-Momb~!-¢ 

Если в реакции принимают участие две различные молекулы, TO 

уравнение примет следующий вид: 

и = Ксась (59) 

В данном случае реакция имеет суммарный второй порядок, но 

по каждому из реагентов в отдельности (а и b) — первый. Размер- 

ность константы скорости такая же, как и в случае обычной реак- 

ции второго порядка. 
Уравнение, описывающее скорость реакции третьего порядка 

и = ke? (60)
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представляет только теоретический интерес, так как не известно ни 

одной реакции, скорость которой была бы пропорциональна трети- 

ему порядку простого вещества. В действительности, в реакции 

третьего порядка две или три различные молекулы реагируют друг 

с другом, и поэтому уравнение скорости fiMeeT вид 

и = Ас2сь (61) 

или 

и = Ксасьсс (62) 

В обоих случаях реакция имеет суммарный порядок, равный трем, 

но в первом случае порядок реакции по реагенту а второй, а по 

реагенту в первый, в то время как во втором случае реакция имеет 

первый порядок по всем трем реагентам (а, Ъ, с). 

Порядок химической реакции не обязательно должен быть це- 

лым числом. Известны реакции с порядком № или %, когда ско- 
рость реакции пропорциональна концентрации реагирующего 

вещества в степени № или #. 
В общем виде скорость реакции может быть записана следую- 

щим образом: 

и = kc&cb... - (63) 
порядок реакции 

п=а+В+... (64) 

и размерность константы скорости К 

моль! ^”. дм Dieu! (65) 

Порядок реакции не всегда можно точно определить, и, более 

того, в реакциях со сложным механизмом вообще нельзя говорить 

о порядке реакции. Например, для реакции 

ИН. + 4Br2 = HBr (66) 

уравнение, описывающее скорость реакции, выглядит так: 

и = (АН Вг2]"?)/(1 + К’[НВг]/[Вг2]) (67) 

~ 

Очевидно, порядок всей реакции не имеет никакого смысла, 

можно определять только порядок отдельных элементарных 

стадий.
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2.6. ИНТЕГРАЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОРЯДКА И 
КОНСТАНТЫ СКОРОСТИ НЕОБРАТИМЫХ РЕАКЦИЙ 

2.6.1. Мономолекулярная реакция первого порядка. 

А >Р 

Если при [= 0 [A] =аи [Р] =0, а в момент времени Е [A] = 

= а-хи [Р] = 0, то скорость образования продуктов или расходо- 

вания исходных веществ запишется так: 

и = dx/dt = —d(a - x)/dt = Ка -х) (68) 

На рис. | показан общий ход реакции. Разделяя переменные, 

получим 

dx/(a — x) = Ка (69) 

и, проинтегрировав, 

—In(a-—-x)=kt+C (70) 

где С — константа интегрирования. Величину С можно определить 

из начальных условий: если { = 0, то x = 0 ив этом случае 

— ша = С (71) 

Подставив это значение в (70), получим 

In(a/[a — x]) = kt (72) 

[A] [A], 

10 

0,8 

0,6 5 

[У ООО — 
[Ар 

02 ¢@ 

Рис. 1. Кинетическая кривая для реакций первого порядка вплоть до ¢t = T. 

[Ao] = 1,0, К = 0,01 с7'.
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49 =К -tgol=k 

In = infos 
. па 

In | 

0,8 — | -0,2 
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ов Га | -0,4 
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Рис. 2. Кинетические графики для реакции первого порядка в полулогарифмических 

координатах. а = 1,0, К = 0,01 c~'; график типа 6 называется графиком Гугенгейма. 

|<(а/[а — x]) = 0,4341 (72а) 

Значение константы скорости можно определить графически. На- 

пример, если построить графики зависимости In(a/[a — x]) или 

lg(a/[a — х]) от времени, то получим прямые линии, проходящие че- 

рез начало координат с наклоном, равным соответственно К и 

0,434А (рис. 2, а). 

Другой способ состоит в преобразовании уравнения в форму 

In(a — x) = Ina - kt (73) 

и построении графика в координатах {In(a — x), t}. В этом случае 

получим прямую линию, отсекающую на оси ординат отрезок ша 

и имеющую наклон —К (рис. 2, 6) или —434К, если использовать 

десятичные логарифмы. 

Следует заметить, что уравнение скорости мономолекулярной 

необратимой реакции первого порядка иногда представляют в нело- 

гарифмическом виде, решая его относительно остаточной концент- 

рации реагента 

а — х = аехр(- Аг) (74) 

Для количества образовавшегося продукта получаем следующее вы-
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ражение: 

x = а[1 — exp(-—kd] (75) 

Запишем X для момента времени {+ Af: 

x’ = а(1 - ехр[- АС + Ad) (76) 

Умножив обе части уравнения (76) на ехр(КАХ, вычтем его из (75), 

и после окончательного преобразования получим 

x = а(1 — exp(kKAd) + x’exp(kKAd (77) 

Построив график зависимости х OT xX’ (при постоянном Ad), по- 

лучим прямую линию (график Кезди — Свинборна), наклон кото- 

рой равен exp(KAd), откуда, зная Af, можно вычислить А. Используя 

различные значения Af, получим набор прямых линий, пересекаю- 

щихся в одной точке. Эта общая точка соответствует Xo при ft = ©, 

поскольку в ней х = x’. Аналогичным образом для значения, COOT- 

ветствующего хо (например, для At = 10 с х’ измерено в момент 

t= 10 с), можно определить X и, следовательно, а (рис. 3). Такой 

графический способ удобен, так как не требует знания хо ИЛИ Х». 

Чтобы проверить, действительно ли реакция является мономо- 

лекулярной, необратимой и имеет первый порядок, используется 

несколько методов. Во-первых, необходимо удостовериться в том, 

x 

с 

Рис. 3. Схематическое представление реакции первого порядка в виде графика Кез- 

ди — Свинборна. Штриховой линией обозначена теоретическая кривая сх = X’, т. е. 

кривая, у которой численное значение абсциссы равно значению ординаты (Af = 0). 

Г) At = 10с; 2) At = 30c; 3) At = 40 с.
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что графики, представленные на рис. 2, аи 6, дают прямые линии. 

Второй метод — это определение периода полупревращения, т. е. 

времени, требующегося для расходования или превращения полови- 

ны количества исходного реагента. Для реакций первого порядка 

период полупревращения не зависит от начальной концентрации: 

tiy2 = (1/k) {In(a/[a - (а/2)])} = ш2/К = 0,693 К (78) 

Используя это выражение, можно определить константу скорости 

реакции первого порядка, измеряя период полупревращения. 

Аналогично можно получить время т, за которое концентрация 

исходного вещества уменьшается ве раз (т. е. когда количество об- 

разовавшегося продукта составит (е — 1)/е часть реакционной сме- 

си. Значение т непосредственно дает величину, обратную константе 

скорости: 

т = (1/k)In{a/[a — а(е — 1)/e]} = (1/Ющ(еа/[еа — а(е — 1)]} = 
= (1/Юше = 1/k (79) 

В дальнейшем мы рассмотрим также дифференциальный метод 

определения порядка реакции. 

Аналогичные результаты получаются для реакций псевдоперво- 

го порядка, т. е. для таких реакций второго порядка, в которых 

концентрация одного из реагентов столь высока, что остается прак- 

тически постоянной на протяжении всей реакции. В этом случае, по- 

скольку скорость реакции зависит только от концентрации одного 

реагента, получаем зависимости, характерные для реакции первого 

порядка. Реакции псевдопервого порядка можно отличить от истин- 

ных реакций первого порядка, только варьируя концентрацию pea- 

гента, взятого в избытке, так как скорость реакции зависит и от 

концентрации этого реагента. Построив график зависимости кон- 

станты скорости реакции псведопервого порядка от концентрации 

реагента, взятого в избытке, получаем прямую линию, по наклону 

которой можно рассчитать константу скорости реакции второго 

порядка. 

2.6.2. Бимолекулярная реакция второго порядка при взаимодейст- 

вии двух молекул одного вещества друг с другом. 

2А >Р 

Уравнение скорости имеет вид 

и = dx/dt = k(a — x)* (80)
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1 и _ 2 _ 
а-т tga k а(а-т) tgad=k 
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20 40 60 80 00 20 40 60 80-100 
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20 Рис. 4. Графики для реакций 

| | | | -] второго порядка с участием 

0,1 02 03 0,4 0,5 одного вещества; а = 1,0, К = 
8 (а-т) = 0,01 М-'!.с-'. 

Разделив переменные 

dx/(a — x)* = kdt (81) 

и проинтегрировав, получим 

W(a-x=kt+C (82) 

При ¢ = 0 имеем x = 0 и, следоввательно, С = 1/а. Подставляем по- 

лученное значение в уравнение (82): 

1/(а — х) = kt + 1/а (83)
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Построив график в координатах 1/(а — xX) от Ь получим прямую 

линию с наклоном k, отсекающую на оси ординат отрезок 1/а 

(рис. 4, а). 

Преобразуем (83): 

х/а(а — x) = kt (84) 

Графическое представление зависимости х/а(а — х) от времени f¢ да- 

ет. прямую линию, проходящую через начало координат, с накло- 

ном К (рис. 4,6). 

Еще удобнее использовать уравнение (83) в другом виде: 

(а — x)t = 1/k - (a — x)/ak (85) 

График в координатах {(a — x)t; (a — x)} отсекает на оси ординат 

отрезок 1/k, а наклон будет равен —1/аК (рис. 4, в). 

Можно также использовать метод измерения периода полупрев- 

ращения: 

[1/2 = (a/2)/ka(a — а/2) = 1/ak (86) 

который в отличие OT й/2 реакции первого порядка зависит OT KOH- 

центрации исходного вещества. 

2.6.3. Реакция второго порядка, протекающая между двумя различ- 

ными веществами. 

A+B-P 

Уравнение скорости реакции имеет вид 

и = ах/ АЕ = Ка — x)(b — x) (87) 

Разделив переменные, получим 

dx/(a — х(Ь — x) = Ка (88) 

Приведенное выше уравнение можно проинтегрировать только по 

частям. Примем, что 

dx[A/(a — x) + B/(b — x)] = kat (89) 

где А = 1/(6 - a) и B=1/(a— b), т.е. 

[1/(b — aa — x) + 1/(a — b)\(b — x)]dx = kat (90) 

Проинтегрируем (90): 

— ш[(а — x)/(b — a)] + In[(b — x)/(a - 5] = kt + С (91)
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[1/(а — Б)]ш[@ - x)/(b - м = kt + С (92) 

При { = 0 имеем 

х = О и С = [l/(a — b)\In(@/b) (93) 

Подставим полученное выражение для С в уравнение (91): 

[1/(а — Ба — х/6 — Хх] = kt + [1/(@ — Ва) (94) 

и после преобразования получим 

[1/(a — b)]In[b(a — x)/a(b — x)] = kt (95) 

Таким образом, построив график зависимости  [l1/(a — 

— БШ — x)/a(b — x)] от Ь получим прямую линию, проходя- 

щую через начало координат с наклоном КА (рис. 5, а). 

Преобразуем (95) в уравнение 

In{(a — x)/(b — x)] = (a — БА + In(a/b) (96) 

из которого видно, что график зависимости In[(a — x)/(b — x)] oT t¢ 

имеет вид прямой линии с наклоном K(a — 5), пересекающей ось 

ординат в точке ш(а/Б) (рис. 5, 6). 

В этом случае выражение для периода полупревращения нельзя 

использовать для установления порядка реакции, так как концент- 

_! и 8-9 19-2) 
а-ь alb-zx) (b-z) 

1,0 ‘tga =k 18 L tg a&=k(a-b) 

0,8 |- 

0,6 |- 

0,4 - 

0,2 |^ 

ab 
% | Г | | | + 4 | | | j | + 

20 40 60 80 100 20 40 и 80 100 
a 

Рис. 5. Графики для реакций второго порядка с участием различных реагирующих 
веществ; а = 2,0, = 1,0, К = 0,01 М7! -с`'.
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рации исходных реагентов различны в нулевой момент времени. 

Однако период полупревращения того или иного исходного реа- 

гента можно рассчитать, заменив в уравнении (96) а/2 и 6/2 Ha xX. 

Например, период полупревращения по А имеет вид 

1/2 (А) = [1/(a — БЕЛЫ (2 — а)] (97) 

2.6.4. Реакции нулевого и некоторых дробных порядков. Для по- 

лноты картины приведем уравнения для реакций нулевого и некото- 

рых дробных порядков. 

Для реакции нулевого порядка 

dx/dt = К, т.е. dx = КЁ (98) 

Проинтегрировав, получаем 

х = А, [р = a/2k (99, 100) 

Следует заметить, что, хотя простые реакции, протекающие по 

нулевому порядку, практически невозожны, начальная скорость ре- 

акций с участием контактных катализаторов в некоторых случаях 

может быть близка к нулевому порядку. Это можно объяснить, 

предположив, что скорость реакции пропорциональна поверхност- 

ной концентрации адсорбированных на катализаторе молекул реа- 

гента. Эта концентрация в свою очередь практически равна или 

приближается к насыщению при избытке реагента и достаточно 

сильной адсорбции его (в период времени, отвечающий начальной 

скорости реакции). Это объясняет, почему максимальная скорость 

ферментативных реакций, найденная методом экстраполяции на- 

чальной скорости к бесконечно высоким концентрациям субстрата, 

имеет нулевой порядок по отношению к субстрату. 

Для реакций с порядком № 

dx/dt = k(a — x)!” (101) 

Разделим переменные и проинтегрируем 

2-х"? =С-й (102) 

При ¢ = 0, полагая x = 0, вычислим константу интегрирования и, 

подставив ее, получим 

`2[а"? - а- хи? = м (103) 

ti = (а"”2/К)У2 (2 - 1) (104) 

Для реакций с порядком % 
dx/dt = k(a — хз”? (105)
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Разделим переменные и проинтегрируем 

2/(а — x)'”* = kt +C (106) 

Полагая, что при t=0 х= 0, вычислим константу интегрирова- 

ния и, подставив ее в уравнение, получим 

2[1/(а — x)? - 1/а"?] = kt (107) 
пр = 2(V2 - 1/Ка"? (108) 

2.6.5. Реакция n-ro порядка. В общем случае, когда одно вещество 

вступает в П-молекулярную реакцию п-го порядка спя 1 

nA >Р 

уравнение скорости имеет вид 

и = ax/dt = k(a — x)" (109) 

Разделим переменные 

dx/(a — x)" = kdt (110) 

и проинтегрируем 

1/(п — 1)(@а - Хх" = 2+ С (111) 

При ¢ = 0 имеем 

х=0и С= 1/и- Па"-! (12) 

Подставив выражение для С в уравнение (111), получим 

(1/(n — 1 @ — "7! - 1"? = ket (113) 

ни = (2"~' - 1)/(п — Пка’- 1 (114) 

2.6.6. Общие соотношения. Наиболее важные соотношения приве- 

дены в табл. П. 

Ясно, что можно рассчитать или измерить не только период по- 

лупревращения, но и времена, соответствующие частичному пре- 

вращению субстрата на И, №, и, уже исходя из них или их 

соотношений, определить порядок реакции. Эти данные приведены. 

в табл. Ш. 

Правильность определения порядка зависит от точности измере- 

ния константы скорости (или времени частичного превращения). 

Поэтому нужно знать величину ошибки при определении константы 

скорости. Для расчета ошибки используют гауссов закон распреде- 

ления ошибок.
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Таблица И. Характеристические функции кинетики необратимых химических реакций 

Порядок Дифференциальное К, найденное из интеграль- 1/2 

уравнение ного уравнения 

0 —d(a - х)/ а =k x/t a/2k 

1 —d(a - x)/dt = Ка-х (l/OIn{a/(a@a - x)] (In2)/k 

2 —а(а - x)/dt = k(a - x @(/)И/а - x) - Ша 1/ak 
(A + A) 

_ a 

2 _ dla — ий = Ка - x\(b - © ша - 0/a][b/(b - пла-ь = 978) 
КБ - a) 

(A + В) 

—а(а — х/а = Ка - x)" И/@а - 1)g[I/(a = "7! - Ма" 2? = 1) 
и | Ка" п — 1) 

а Период полупревращения по А. 

Для примера рассмотрим простую реакцию второго порядка 

К = [1/(6 — Па: - а2)/а1а2] (см. табл. II) (115) 

где а! и а2 — концентрация вещества А в моменты времени В и ho. 

Пусть ошибки, сделанные при определении а1, @ и И, № случай- 

ны и не зависят друг от друга, тогда АА, предполагаемая суммар- 

ная ошибка в определении К, будет равна 

(ДК)? = (9К/дН)(дН)? + (9К/дЬ) (ЛЬ)? + 
+ (k/da;)*(Aa\)? + (0k/da2)*(Aa2)? (116) 

Таблица Ш. Связь между порядком реакции и временами частичных превращений 

Время частичного превращения Порядок реакции 

0 1 2 

П/з a/3k (1/k)In(3/2) 1/2ak 

hi a/2k (1/k)In2 1/аК 

[2/3 2a/3k (1/К)п3 2/ak 

13/4 3a/4k (1/k)In4 3/ak 

hi2/th3 1,5 1,7 2,0 
(13/4 — t2)/ti2 0,5 1,0 2,0 
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Более удобно рассчитать относительную ошибку 

(Ak/k)* = (th0k/kdt)(Ath/h)? + 
+ (Ok/KAb)*(At/ te)? + (адк/Кда1)? (Дал Иа)? + 

+ (а9к/Кда>)*(Да›/а>)? (117) 

Это выражение можно преобразовать: 

(Ak/k)* = (dlnk/dlnt;)*(At/t)* + (dlnk/dlnt2)*(Ath/t2)? + 

+ (Alnk/dlna;)?(Aa,/a,)* + (dlnk/dlnaz)*(Aa2/a2)’ (118) 

Подставляем выражение (115): 

(АК/К)? = [В/( — ВАН)? + 

+ [6/(6 — БУ(АЬ/Ь)? + [a2/(@ — а) (Аа /а1)? + 

+ [а,/(@> — а]? (Да>/а>)? (119) 

Из выражения (119) легко рассчитать суммарную относитель- 

ную ощибку определения константы скорости. 

Для того чтобы определить К с ошибкой +х%, нужно соответ- 

ственно измерить концентрации и время с точностью +(AC/Cmax) X 

х (x/1,4)% (где с — концентрация) и +(Alt/tmax)(x/1,4)%. 

Значения констант желательно рассчитывать по измерениям со 

взвешиванием, поскольку отдельные измерения выполняются с раз- 

личной точностью. Взвешивание удобно проводить на основании 

рассчитанной ошибки так, чтобы относительный вес равнялся об- 

ратному значению полученной относительной ошибки. Относитель- 

ные веса нормируются на число определений. 

2.7. ИНТЕГРАЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОРЯДКА РЕАКЦИИ 
И КОНСТАНТ СКОРОСТЕЙ ОБРАТИМЫХ РЕАКЦИЙ 

2.7.1. Мономолекулярные реакции первого порядка. 

Ki, 

-1 

Если t = 0, то [A] = a, [В] = 0, a в момент времени ¢ [А] =а-х, 

[В] =х. Уравнение, описывающее скорость реакции, имеет вид 

V= - 0-1 = 

= dx/dt = k\(a — x) — К-ах = kia — kyx(k-1/ki + 1) (120) 

При достижении равновесия, т.е. при Ui = U-1, Х равно Хравь,
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_1_,, bla-z) 
a-b alb-x) 

LO} tga =k, 

0,8 Е 

0,6 | 

0,4 Е 

0,2 |- 

aa J | | Рис. 6. График обратимой ре- 
20 40 60 80 100 акции первого порядка; 

а а = 1,0, К! = 0,01 c7!. 

тогда 

К (а — Хравн) =К- 1Хравн (121) 

Следовательно, 

а — Хравн = (К- 1/К1)Хравн»  Я@/Хравн = К-1/А +1 (122, 123) 

Подставив выражение (123) в уравнение (120), получаем 

kya — Каха/Хравн = (К1@/Хравн)(Хравн — Х) (124) 

Из выражений (120), (121) и (124) следует, что 

dx/dt = (К1а/Хравн)(Хравн — Х) (125) 

Проинтегрируем 

(рав ИА) (авы [Хравн — Х]) = kit (126) 
Если дождаться установления окончательного равновесия в OO- 

ратимой реакции, то можно определить концентрацию храьн И 3a- 

висимость х от времени ¢. В этом случае графиком зависимости 

(Хравн/ @)(Хравн/ [Хравн — Х]) OT ¢ будет прямая, проходящая через на- 
чало координат с наклоном А! (рис. 6). 

Другая константа скорости, К-1, в свою очередь может быть 

вычислена из константы равновесия реакции по известной А!1, так 

как константа равновесия равна 

К = №1/К-1 = Хравн/ (@ — Хравн) (127)
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Следует заметить, что формула справедлива только тогда, ког- 

да коэффициенты активности А и В одинаковы для всех концентра- 

ций. В общем случае при точных вычислениях вместо концентраций 

следует использовать активности. 

2.7.2. Реакции разных порядков. Методом интегрирования можно 

аналогично определять константы скорости обратимых реакций 

разного порядка. Соответствующие выражения для констант скоро- 

стей приведены в табл. IV. Во всех случаях, измерив. константу рав- 

новесия реакции, можно определить константу скорости обратной 
реакции. 

Таблица IV. Константы скорости обратимых химических реакций 

Тип реакции Интегральное уравнение скорости 

k 
A = В kt = (ХравнИ а авы" (Хравн — Х)] (128) 

й | | 
А = B+C ky = Xpapu/t(24 — Xpapy It [4X pann + Х(@ — Хравн)Я(Хравн — ©} (129) 

k a 
A+B = С ky = [Хравн/1(а* ~ Хравн) п ( [Хравн(а* = ХХ равн)] ИА" (Хравн ~ х)} (130) 

К = Xpapu/t(ab — хоавн) И [хХравн(аВ — ХХ равн)Иаб(хравн — Х)}6 (131) 
k 

A+B = C+D ki = [Xpapy/2la(a — хан) ха — 2хравн) + аХравн И @(Хравн — Х)]° (132) 

k, имеет сложный вид; практически не используетсяб 

7 При условии, что [A] = [В]. б При условии, что [А] # [В]. 

2.7.3. Реакция n-ro порядка. Для состояния равновесия различных 

обратимых реакций, в общем случае для п-молекулярнои обрати- 

мой реакции П-го порядка, можно записать 

k , 133 ом + В +лс+ ... $= xht+N+ pm .. (133) 

и = Ка“ЬВс"... vey = К-аА”Рте... (134). 

в состоянии равновесия и1 = U-4, T. е. 

kya"b'c’... = Кай"Рти ... (135) 

К1/К-1 = (h*Pm"...)/(a%b®c"...) = К (константа равновесия) (136) 

Эта зависимость известна как как закон действующих масс 

Гульдберга — Baaee.
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2.8. ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОРЯДКА 
РЕАКЦИЙ 

В общем случае для необратимой реакции п-го порядка с уча- 

стием одного вещества, взятого в концентрации с, скорость реак- 

ции задается выражением 

и = Кс" (137) 

Преобразуем уравнение (по Вант-Гоффу) 

Igu = Igk + пос (138) 

Можно измерить изменение концентрации реагента от времени 

при различных начальных концентрациях (Ci, C2, ...) и по начально- 

MY наклону кривых с = /(1) графически определить начальные ско- 

рости (рис. 7, а). 

Построив график зависимости логарифма начальных скоростей 

от логарифма начальных концентраций, получим прямую линию, 

пересекающую ось ординат в точке |2К и имеющую наклон п, рав- 

ный порядку реакции (рис. 7, 6). 

Определенный таким способом порядок называют порядком по 

концентрации или «истинным» порядком. 

Cs 

po dg TEC eg 
20 40 60 80 100 0 Of 02 03 04 05 9° 

a 6 

Рис. 7. Определение порядка по концентрации дифференциальным методом. 

Са = 1,0, co = 2,0, сз = 3,0, К = 0,01 M'~"-c7', п=З.
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0,2- 
Рис. 8. Определение порядка по вре- 

мени дифференциальным методом. | | L | | { 

си = 1,0, = 0,01 М!" ст, п = 3. 20 40 60 80 100 

Однако порядок реакции можно определить с помощью другого 

варианта дифференциального метода. Для этого при заданной кон- 

центрации исходного вещества измеряют ее уменьшение во време- 

ни. Каждому значению времени соответствует экспериментально 

измеренное значение концентрации, и по ним можно графически 

определить истинные скорости реакции (рис. 8). 

`Построив график зависимости логарифмов этих скоростей от 

логарифмов графически определенных концентраций, получим гра- 

фик, аналогичный изображенному на рис. 7,6. Порядок реакции 

(значение пл), определенный этим способом, называется порядком 

во времени. 

Если порядок по концентрации равен «порядку во времени», то 

реакция протекает в соответствии с обычным стехиометрическим 

уравнением. Если порядок по концентрации выше «порядка во вре- 

мени», то одно из промежуточных соединений или продуктов акти- 

вирует реакцию, т.е. процесс является автокаталитическим. 

Интегральный метод всегда дает значение «порядка во времени». 

Дифференциальный метод применим только в том случае, когда 

в реакции участвует одно вещество, и для определения частного по- 

рядка, когда изменяется концентрация только одного вещества, а 

концентрации остальных остаются неизменными. Частный порядок 

можно также определить так называемым сегрегационным мето- 

дом, при котором концентрации всех веществ, кроме того веще- 

ства, которое будет варьироваться, берутся в столь большом 

избытке, что они существенно не меняются на всем протяжении ре- 

акции. Ясно, что этот метод применим только в том случае, когда 

взятые в избытке вещества не ингибируют и не активируют 

реакцию.
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2.9. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ 

Сложные реакции состоят из последовательных стадий. Отдель- 

ные стадии всегда имеют простой порядок. Простейшая последова- 

тельная реакция состоит из двух необратимых стадий первого 

порядка: 

А в -Ъ С 
Временная зависимость концентраций компонентов задается урав- 

нениями 

—а[А]/@ = ЦА] (139) 
а[В]/4 = ЦА] - [В] (140) 

d[(C]/at = [В] (141) 

Следовательно, 

d{A]/dt + d[B]/dt + d[C]/dt=0 = (142) 

В уравнение, описывающее расходование вещества А, входит 

только одна переменная, следовательно, его можно непосредствен- 

но интегрировать (см. формулу (74), разд. 2.6.1): 

[А] = [А]оехр( - kif) (143) 

Уравнение, описывающее образование вещества В, нельзя сразу 

интегрировать, так как помимо изменяющегося времени оно содер- 

жит также две переменные концентрации. Но можно подставить 

интегральное выражение для [А]: 

а[В]/4 = ki [A]oexp(— kif) — k2[B] (144) 

В этом случае останется только одна переменная концентрация и 
можно провести интегрирование 

[В] = [A]ol[ki/(k2 — ki)](exp(— kit) — exp’ *20) (145) 
Tak как начальная концентрация вещества А равна [A ]o, TO в лю- 

бой момент времени 

[А] + [В] + [©] = [Ар (146) 

[С] = [Ау - [A] - [В] (147) 

Подставляя в формулу (147) ранее полученные интегральные выра- 

жения (143) и (145), получаем 

[С] = [A]of1 - (ке “и — ке (о — ki) (148)
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Puc. 9. Кинетические кривые для двух последовательных реакций первого порядка. 

а — [Ao] = 10, К = 0,01 c7', № = 0,1с71; 6 — [Ao] = 10, К, = № = 0,01 cL 

Временной ход концентрационных кривых отдельных компонен- 

тов рассмотренной выше последовательной реакции показан на 

рис. 9. 

Из этого рисунка видно, что скорость образования продукта 

описывается сигмоидной кривой. Сигмоидная временная зависи- 

мость накопления одного вещества может указывать на наличие ин- 

дукционного периода (например, в случае каталитических реакций). 

Однако для последовательных реакций сигмоидная кривая накопле- 

ния данного вещества указывает на наличие промежуточного 

продукта. 

Выделение или по крайней мере обнаружение промежуточных 

продуктов связано обычно с определенными трудностями. Проме- 

жуточный продукт можно обнаружить, когда концентрация В до- 

стигает максимума, т.е. когда [В]/4@ = 0. Время, когда [В] 

достигает своего максимума, обозначается через {шах : а[В]/4 = 0, 

если 

[пах = 1 (А2/К1)/(К2 — kr) (149) 

Относительная максимальная концентрация промежуточного со- 

единения (отнесенная к начальной концентрации исходного реаген- 

та) задается следующим выражением: 

[B]max/[A]o = (1/2) - №) (150) 

Точка перегиба кривой [С] находится из условия d*[C]/dt* = 0.
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Так как а[С]/4Е = k2[B], согласно выражению (141), то 

d’[C]/dt? = k2(d[B]/dt) (151) 

Это означает, что точка перегиба кривой [С] совпадает с максиму- 

мом кривой [В], так как вторая производная [С] равна нулю только 

в TOH точке, где первая производная [В] принимает нулевое 

значение. 

Однако все приведенные выше соотношения верны только тог- 

да, когда А! я ko. Если же КА! = kx = k, то 

[А] = [A]oe“, [В] = [Ао (152, 153) 

[С] = [А]о[1 - @ + kde] (154) 

Эти уравнения справедливы только в том случае, когда обе ста- 

дии реакции строго необратимы и вещество С никаким образом не 

может быть получено непосредственно из А. Более того, вычисле- 

ния значительно усложнились бы, если бы стадии реакции имели 

не первый порядок. 

Весьма часто одна из констант скоростей реакции намного боль- 

ше всех остальных. При этом скорость сложной многостадийной 

последовательной реакции определяется главным образом наимень- 

шей константой скорости, если различие в величинах констант со- 

ставляет несколько порядков. Промежуточный продукт может 

накапливаться в достаточно высокой концентрации только в том 

случае, если он сам является исходным веществом медленной ста- 

дии реакции (по сравнению с предыдущими). Если же промежуточ- 

ный продукт, образующийся в сравнительно медленной стадии, 

очень быстро расходуется в последующей, то его концентрация бу- 

дет очень низкой и квазистационарной на протяжении всей реакции. 

Таким образом, если k; > А2, то вместо соотношений (145) и 

(148) получаем 

[В] = [А]ое 9, [С] = [A]o(1 — ве“) (155, 156) 

поскольку величина k2 пренебрежимо мала по сравнению с kj, а 

е`^" — по сравнению с е`**. 
Если ДА! < ko, то 

[В] = (k1/k2)[A]oe*", [С] = [A]o(1 - ef *”) (157, 158) 

Если серия последовательных реакций включает п необрати-
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мых реакций первого порядка 

то скорость реакции имеет вид 

a{Ai]/dt = ki-1[Ai-1] — АПАЛ (159) 

1, ... ПИ Ко = Кн = 0. где / 

22 [(Kaka +1... ki-1)e7 х 
a=1 b=1 

[Ai] 

x [AS/(ki — ke) Ki-1 — №)... — № (160) 
где b>a. Если b= a, TO (kg — kp) = 1. 

Скорость расходования ‘исходного вещества описывается уравне- 

нием (68), выведенным для мономолекулярных необратимых реак- 

ций первого порядка. Уравнение накопления продукта представлено 

ниже: 

A[An]/dt = kn-1[An-1] (161) 

Если ki = ko =... = К; = kn-1, TO 

i-1 

[А]: = У! [AP 1] д”/пПе-* (162) 
n=0 

Например, денатурация белковой молекулы обычно представля- 

ет собой мономолекулярную необратимую реакцию первого поряд- 

ка. Если молекула состоит из ряда субъединиц, одна за другой 

разрушающихся в последовательной реакции в процессе денатура- 

ции, то также можно применять уравнения (159)—(162). Если даже 

эти равенства не выполняются, то механизм оказывается более 

сложным, с возможными параллельными реакциями или рекомби- 

нацией неденатуированных субъединиц. 

Если в последовательной реакции первая стадия имеет первый 

порядок, а вторая — нулевой 

А — В > С 
TO 

—da/dt = Ка (163) 

(В дальнейшем концентрации веществ будем обозначать соответ- 

ствующими строчными буквами.) 

db/dt = Ка — ko, dc/dt = ko (164, 165)
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Проинтегрировав выражения (163)—(165), получим 

а = ве“, b=ao(l —e *) — kot (166, 167) 

c = kot (168) 

Очевидно, что скоростьлимитирующей является реакция нулевого 

порядка. 

У некоторых организмов отдельные процессы детоксикации 

имеют похожую кинетику. 

Если последовательная реакция состоит не из двух, а из боль- 

шего числа элементарных стадий и константа скорости одной нам- 

ного меньше констант всех последующих стадий, приводящих к 

образованию продукта, то скорость образования продукта зависит 

как от константы скорости самой медленной стадии, так и конс- 

тант скорости предшествующих стадий и не зависит от констант 

скорости последующих элементарных стадий. В этом случае стадия 

с наименьшей константой скорости называется тоже скоростьлими- 

тирующей, хотя такое название ошибочно, потому что скорость 

всей реакции определяется не только наименьшей константой, но 

и константами всех предшествующих стадий. 

Для примера рассмотрим элементарные стадии процесса 

A+C-P: 

‚ B+C-*D, Р-Р 

Предположим, что концентрации промежуточных продуктов В 

и D намного меньше концентраций А и С в любой момент времени, 

тогда для квазистационарного состояния, обозначенного индексом 

«SS» (стационарное состояние, см. разд. 3.1.2) получаем 

bss = Ала/(К> + k3c) (169) 

d;; = k3bc/k4 = Kk, k3ac/k4(k2 + k3c) (170) 

Из этих выражений следует, что Ко + Кзс > ky wu ky > k3c*. Для ско- 
рости образования продукта можно записать 

dP/dt = kad = К!Азас/ (А + k3c) (171) 

Если kz > k3c, TO скоростьлимитирующей становится третья эле- 

ф 

Кзс — кажущаяся константа скорости первого порядка, так как она имеет раз- 
мерность с`'.
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ментарная стадия: 

dP/dt = k,k3ac/k2 (172) 

Если kz < k3c, то самой медленной будет первая элементарная 

стадия, и 

dP/dt = kya (173) 

Время образования одной молекулы продукта представляет со- 
бой просто сумму значений времен протекания элементарных актов 
отдельных элементарных стадий: 

р=И+Ь+.. + (174) 

Суммарная скорость реакции является величиной, обратной этой 

сумме: 

Ир = 1/5 (175) 

Последовательные реакции могут протекать и в открытых сис- 

темах. Рассмотрим сосуд, содержащий вещество А, соединенный с 

двумя резервуарами; из одного резервуара вещество (A,,) входит 

в сосуд с А, в другой резервуар вещество (A,,,,) выходит из сосуда 

c A: 

D 2 
A Bx [> A | > Авых 

а,х — концентрация входящего вещества A,,, а — концентрация A, 

Яавых — Концентрация выходящего вещества Азы», Di и D2 — коэф- 

фициенты диффузии. Тогда 

da/dt = D,(a,, — а) - [> (а-а, ых) = Di@sx + Рэазых — (Di + Б>)а (176) 

Проинтегрируем: | 

а = (Dia,, + Ба, ых)/ (Ри + D2) + 

+ [a9 — (Ранк + за, )/(Фи + Бе +5! (177) 

Где Q — концентрация вещества А в момент времени f¢ = 0. 

После достаточно длительного промежутка времени экспоненци- 

альный член стремится к нулю и, следовательно, а стремится к по- 

стоянному значению. 

Если в сосуде протекает реакция 

К 
1 2 Ds, te В 

к T 2вых 
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то, применяя введенные выше обозначения, получаем следующие 

дифференциальные уравнения: 

da/dt = Ри (as, - а) + K-2b — koa (178) 

db/dt = Ка — К-26 — D3(b — Бьых) (179) 

Решаем эти уравнения для случая стационарного состояния, когда 

da/dt = 0 и db/dt = 0, т. е. когда выход, вход и превращение веще- 

ства уравновешивают друг друга: 

ass = (Dik -2@,, + D,D3a5x + К- 2D3b,,,,)/(Dik -2 + ДД: + k2D3) (180) 

bss = (Di k2,x + ОиДзБьых + k2D3Dayx)/(Dik -2 + DiD3 + k2D3) (181) 

Исследование полного решения уравнений (178) и (179) приводит к 

следующим соотношениям: 

а’ = се" + ое", В’ = ae" + ae” (182, 183) 

где а’=а-азци в’ = b—Dss, Лии 2 — корни характеристическо- 

го уравнения * (184) 

2 + (Di + № + K-2 + D3) + (DiD3 + Dik-2 + kD3) =0 - (184) 

Очевидно, что установление равновесия определяется константа- 

ми скорости всех процессов, протекающих в системе. 

Коэффициенты с! — C4 в уравнениях (182)—(184) можно оценить, 

варьируя условия системы, находящейся в стационарном состоянии, 

и переводя ее таким образом в другое стационарное состояние. 

Обозначим изменение концентраций, наблюдавшееся при переходе 

системы в новое стационарное состояние Да и Ab. В этом случае 

С = [-— (2 + Di + А2) Аа + К-24АБ]/ 0 — d2) (185) 

co = [Ar + Di + А2)Да — K-2Ab]/(A1 — №2) (186) 

сз = [К›Да — (A2 + K-2 + D3)Ab)/Q1 — №2) (187) 

са = [- №Да + (и + k-2 + D3)Ab)/A1 — d2) (188) 

Различные возможные пути перехода из одного стационарного со- 

стояния в другое представлены на рис. 10. 

Как правило, система асимптотически приближается к стацио- 

нарному состоянию (рис. 10, кривая А). В отдельных случаях на- 

блюдается единичное колебание («переброс», рис. 10, кривая В) или 

так называемый фальш-старт (рис. 10, кривая С). 

* См. «Приложение» в конце книги, разд. 3.14.1.
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Рис. 10. Возможные способы при- 

ближения открытой системы к 

стационарному состоянию. t 

«Переброс» наблюдается в случае, когда a’ unu Db’ равняется ну- 

лю и в конечный момент времени Ёи при fo. Пусть а’ равно нулю, 

подставляем его в выражение (182): 

ехр(\2 — Ah = — с/с (189) 

Для того чтобы Ёй принимало положительное и конечное значение, 

должно выполняться одно из неравенств: либо A2 >A, т. е. 

— (с1/с2) > 1 (190) 

либо №2 < Х,, т. е. 

0 < - (с1/с2) < 1 (191) 

Подставляя с!/с› из (184)—(186), получаем 

[((D, + № — К-›- 03)? + 4kok_2]'7 < 

< [0 + № - kK-2 — D3) — 2k_2Ab/Aa] (192) 

из предшествующих расуждений следует, что переброс по а возмо- 

жен только при условии, что D, > D3, а по В — если ВБ! < D3. Если 

реакция А -? В необратима, то переброс возможен только по 6. 

2.10. СКОРОСТЬ ПАРАЛЛЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ 

При некоторых условиях вещество может реагировать не един-. 

ственным, а различными путями с соизмеримыми скоростями. Та- 

кие процессы называются параллельными реакциями. Они могут 

приводить к образованию как одинаковых, так и различных про- 

дуктов. В первом случае реакция идет по разным механизмам. 

(Очевидно, что проследить механизм такой реакции — чрезвычайно 

сложная задача.) Если параллельная реакция приводит к образова-
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нию различных продуктов, то превращение реагентов имеет не- 

простую стехиометрию. Если одна из реакций преобладает над 

остальными, то она называется основной, а остальные — побочны- 

ми. Некоторые авторы в соответствии со своим произвольным вы- 

бором ошибочно называют реакцию основной, даже если она 

подавляется другими реакциями. Мы будем использовать название 

«основная реакция» в его первоначальном (количественном) 

значении. 
Уравнение для скорости параллельных реакций, приводящих к 

образованию различных конечных продуктов, может быть получе- 

но простейшим образом для случая двух параллельных необрати- 

мых реакций первого порядка. 

ko 

В принятых обозначениях 

—da/dt = (№ + К2)а = db/dt + dc/dt (193) 

re а = acexp[— (А! + А2)й (194) 

db/dt = Клаоехр[ - (А! + k2)¢] (195) 

= (К/ [Аг + Ke])ao(1 — ехр[- (№ + №)1) (196) 

с = (К/ [Ал + Ka])ao(1 — ехр[- (К! + ^2)1) (197) 

Или b/e = К/К (198) 
Следовательно, отношение количеств образовавшихся продуктов 

определяется отношением констант скорости. 

Измеряемая константа скорости определяется как сумма 

К = kj + А> при условии, что параллельные реакции имеют одина- 

ковый порядок. Если известно соотношение количеств продуктов и 

суммарная константа скорости, то можно рассчитать индивидуаль- 

ные константы скорости, так как 

k, = (b/[b + ск, — К = (c/[b + К (199, 200) 

В общем случае пусть вещество расходуется в результате п па- 

раллельных реакций первого порядка: 

kj 
м 

— = } к) Ay 
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Скорость расходования исходного вещества задается уравнением 

—da,/dt = (= ki) ay (201) 
Jj 

Концентрацию одного из конечных продуктов в любой момент вре- 
мени можно задать уравнением 

а; = aio + (wy k) а1,0 (1 — exp |- >; ии (202) 
у Jj 

По аналогии с (198) получаем 

(а — аю)/(а; — ajo) = КИК; (203) 

Если одна из двух параллельных реакций имеет нулевой 

порядок 

k, B 

A 

kg 
С 

— аа/АЕ = db/dt + dc/dt = k;a + К (204) 

а = @ехр(- kit) + (К/К, (ехр( — kit) - 1) (205) 

Так как в =at+b+cuc=kt, a bb =бис=0, то 

b = a — Kot — @ехр(- kit) — (ko/ki)(exp(— kit) — 1) = 

= (do + Ко/К!) (1 — ехр(- kid)] — Kot (206) 

Пусть а =0 в момент времени [= f,,, (в конце реакции), тогда 

M=b+cH 

Ao = (ao + Ко/К1)(1 — exp[— Кон] (207) 
кон = —(1/ki)In[Ko/(Ko + Клао)) (208) 

Уравнение (208) задает время окончания реакции. 

Пусть исходные реагенты для двух отдельных реакций первого 

порядка различны 
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tg([A}+(B]) 
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Рис. 11. Графическая оценка параметров двух параллельных реакций первого поряд- 
Ka, протекающих с образованием одинаковых продуктов. [A]o = 10, [Blo = 5, 

ki = 0,01 c7', № = 0,1 c7'. 

тогда а = @ехр(- А! 2) и b = Боехр( — 20) и при условии, что со = 0, 

dc/dt = kia + kab = Каоехр( -— kit) + k2boexp(— kt) (209) 

с = ao + bo — (aoexp[ — Ай + Doexp[— А2й) (210) 

Если порядки величин двух констант скорости различны, то BO3- 

можно их одновременное определение. После весьма длительного 

времени быстрый процесс практически прекратится, а медленный 

еще можно регистрировать. В этом случае скорость всей реакции 

задается лишь одной экспонентой и поэтому константу скорости, 

стоящую в экспоненте, можно будет определить обычным спосо- 

бом. Вычитанием медленного процесса из суммарной реакции мож- 

но рассчитать далее быстрый процесс (рис. 11). На практике 

последнюю часть кривой, полученную из графика в полулогарифми- 

ческих координатах, обычно экстраполируют к ¢ = 0 прямой лини- 

ей. Точки этой экстраполированной прямой линии нужно вычесть 

из экспериментально полученных точек, и при этом в полулогариф- 

мических координатах должна получиться вторая прямая линия (ес- 

ли мы имеем только две параллельные реакции). Наклоны двух 

прямых линий дадут константы скорости медленного и быстрого
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процессов. Отрезки, отсекаемые прямыми на оси ординат, равны 

исходным концентрациям медленно (40) и быстро (bo) реагирующих 

веществ. 

Аналогично проводится графический анализ трех или большего 

числа параллельных реакций. Однако ошибка метода при числе ре- 

акций больше трех настолько велика, что им нельзя пользоваться. 

Применение этого метода может дать очень точную информа- 

цию при проведении ферментативных исследований. Модифицируя 

боковые аминокислотные цепи белка, можно вызывать параллель- 

ные реакции при условии, что часть боковых цепей, которые нужно 

промодифицировать, находится на поверхности белка, а часть внут- 

ри молекулы. Обычно группы, расположенные на поверхности, ре- 

агируют быстрее находящихся в глубине молекулы. Очевидно, что 

это и есть тот самый случай, когда из двух различных исходных 

веществ (т. е. из поверхностных и внутренних боковых цепей) путем 

параллельных реакций образуется один и тот же продукт (модифи- 

цированная боковая цепь). Следовательно, мы можем определить 

часть боковых цепей как на поверхности, так и в глубине молекулы. 

Если константы скорости более быстрой реакции и процесса инак- 

тивации фермента равны, то можно предположить, что реагирую- 

щие группы участвуют в каталитическом процессе. Если константа 

скорости медленной реакции равна константе скорости процесса де- 

натурации белка, то скоростьлимитирующей стадией в серии реак- 

ций, приводящих к выводу на поверхность и реакции функциональ- 

ных групп, является разворачивание полипептидной цепи. 

2.11. СКОРОСТЬ АВТОКАТАЛИТИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ 

Простейшая автокаталитическая реакция — это мономолекуляр- 

ная, необратимая реакция первого порядка, в которой образую- 

щийся продукт катализирует данную реакцию. В реакции 

А >В 

[A] =аи [В] = 0 B момент ¢ = 0 u [A] =а- ри [В] = 5 в момент 

времени ¢. Так как в момент времени { = 0 концентрация [В] равна 

нулю, TO до ¢ = € реакция имеет кинетику, характерную для моно- 

молекулярных, необратимых реакций первого порядка. Однако при 

= &[В] =фи в дальнейшем скорость реакции задается уравнением 

db/dt = kb(a - b) (211)
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_ 5 In ab 

ak 

ty2 

) t 

/ 

/ Puc. 12. Схематическое графическое пред- 
A okt р ставление параметров автокаталитической 

реакции. Согласно уравнению (211), К — 

константа скорости второго порядка. 

Проинтегрируем 

ш[Б/ (а — b)) =akt+C (t=t2, если В = а/2) (212) 

Подстановка в уравнение (212) дает 

Inl = akty2 + С, С = — akti2 (213, 214) 

Подставляем выражение (214) вновь в уравнение (212): 

ш[Ь/ (а — b)} = ak(t - 11/2) (215) 

exp[ak(t — t1/2] = b/(a — b) (216) 

Для данной реакции аи #/2 — постоянные величины, следователь- 

но, exp(— @kti/2) — также величина постоянная и равная С’, т. е. 

C’ exp(akt) = b/(a — b) (217) 

Построив график зависимости In[b/(a — b)] от ¢t, получим пря- 

мую линию с наклоном ак, отсекающую на оси абсцисс отрезок 

11/2, а на оси ординат — аАН/2 (рис. 12). 

Автокаталитические реакции имеют колоссальное значение для 

живых организмов. Например, активация почти всех протеолити- 

ческих ферментов из их проферментных форм (зимогенов) является 

автокаталитическим процессом. Исключение составляют белковые 

компоненты каскада свертывания крови (см. разд. 3.2.5).
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2.12. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНСТАНТ СКОРОСТИ 
РЕЛАКСАЦИОННЫМ МЕТОДОМ 

Константы скорости быстрых реакций нельзя измерить обычны- 

ми способами. В некоторых случаях бывает трудно определить кон- 

станты скорости даже не очень быстрых реакций. Для определения 

констант скорости удобен релаксационный метод Эйгена с измере- 

нием времени релаксации. Он по своей сути отличается от рассмот- 

ренных выше методов, так как основан не на определении началь- 

ных скоростей или суммарной скорости реакции. Систему внезапно 

выводят из равновесного состояния. Возмущение (так называется 

этот процесс) может быть вызван резким изменением температуры, 

давления, рН и других параметров реакционной смеси. Время воз- 

мущения колеблется в интервале 107° — 107? с. С помощью соот- 
ветствующего электронного оборудования измеряют время уста- 

новления в системе нового равновесия. Временем релаксации назы- 

вают время, необходимое для уменьшения отклонения от этого 

нового равновесия ве раз. 

Если внезапное нарушение равновесия в системе происходит 

вследствие резкого изменения температуры (Т`скачка), то использу- 

ется устройство, в котором помещена кювета между электродами 

конденсатора. При разрядке конденсатора достигается следующее 

изменение температуры: 

АТ = CE}/8,36veC> (218) 

где С — емкость конденсатора (в фарадах), Eo — напряжение заря- 

жающего тока (в вольтах), и — объем раствора, находящегося меж- 

ду электродами (в мл), о — плотность и С, — удельная теплоем- 

кость раствора. Для водных растворов Ср = о = 1, следовательно, 

AT = СЕ? /8,3би (219) 

Зависимость температуры от времени (порядок временных вели- 

чин используемого оборудования должен укладываться в микросе- 

кундный диапазон) имеет вид 

AT(t) = AT’ [1 - ехр(- 21/КС)] (220) 

где R обозначает сопротивление цепи в омах и АТ’ — полное изме- 

нение температуры. 

Рассмотрим, что происходит с химической системой во время 

Гскачка. 

К примеру, возьмем систему 
k 

А В+С 
К-1
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Пусть [A] = a, [В] = [C] = (и в состоянии равновесия х = Хравн). 

Скорость реакции равна 

dx/dt = К! (а — x) — К-1х (221) 

В состоянии равновесия 

Ki (@ — Хави) = Ки (222) 
Отклонение от равновесного значения после возмущения равно 

Ax =Х-Хн (223) 

Поскольку 

dAx/dt = dx/dt = К(а — x) — Ех (224) 

подставив AX + X,,,,, вместо х, получим 

dAx/dt = kya — № Ах — Юхвн — К- КАХ) - 

— 2K -1Ахх ви — К-1Хравн (225) 

но kia — kix.... —-k-1x°... = 0 согласно равенству (222), и, следо- 
равн равн 

вательно, 

dAx/dt = — Ах — К- (Ах)? — 2k-,;Axx равн (226) 

Так как значение Ах очень мало, то членом (Ах)? можно прене- 

бречь. Тогда 

dAx/dt = — (ky + 2K 1X 454) AX (227) 

dAx/ Ax = — (ky + 2-1)! (228) 
InAx = — (ki + 2k-1x,,,,)t + С (229) равн 

С = In(Ax)o (т. е. ШАх при Ё = 0) 

In [(AX)o/ AX] = (Ал + 2К- 1х) (230) 

По определению время релаксации т — это время, за которое 

(Ax)o/ Ах =е (231) 

где е — основание натурального логарифма. Так как ше = 1, то 

т = 1/ (К: + 2К- 1х авы) (232) 

Объединив выражения (230) и (232), получаем 

(Ax)/(Ax)o = ехр(- t/7) (233) 

Это основное уравнение релаксации. Уравнение, задающее наклон
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Хр
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Рис. 13. Процесс релаксации (норми- 02 \ 04 06 08 10 t 

рованный); т = 0,25 с`'. т . 

кривой, описываемой выражением (233), при ¢ = 0, можно полу- 

чить, продифференцировав уравнение (233): 

(АДх) = (Ах)о (1 — т) (234) 

При ¢ = 0 касательная пересекает ось абсцисс в точке ¢ = т (рис. 13). 

Следовательно, измерив время релаксации и зная Хравн» Получа- 

ем соотношение между А! и К-!. Определив константу равновесия, 

найдем второе соотношение, не зависящее от первого (так как 

К = К!/К-1). Таким образом, получаются два независимых друг OT 

друга уравнения для вычисления двух неизвестных констант скорос- 

ти. В случае реакции, протекающей по механизму 

k 
А+В & С 

1 

справедливо соотношение 

да = ДЬ = — Ас= Ах (235) 

Обозначим индексом «равн» равновесные концентрации веществ, 

соответствующие новой (после Т`скачка) температуре. Тогда 

a= 4,,,, — Ах, b = Diag — AX, C= C,,,, + AX, (236) 

— da/dt = — db/dt = dc/dt = Клаб — k-\c (237) 

Из уравнений (235) — (237) получаем 

dAX/dt = Кл (ан — AX) (В, — АХ) — Е -1(Сави + АХ) = Kt (а аьнбравн — 

— К-1Сравн) — [Аа (@равн + бравн) + -ПАх + ki (Ах) (238) 

В состоянии равновесия 

kia b = k_\c равн ~ paBH (239) равн
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Следовательно, из уравнения (238) после подстановки в него выра- 

жения (239), получится 

— dAx/dt = [ki (а авы + Ppagy) + К-ПАХх + ki (Ax)? (240) 

Поскольку AX намного меньше, чем а,» боавн» Сывн» ТО членом 
(Ах)? можно пренебречь: 

— dAx/dt = (аи + Opany) + К-ПАх = Ах/т (241) 
1/7 = (ав + Бы) + К (242) 

Уравнение (241) имеет первый порядок по Ах, так как, несмотря 

на то что реакция бимолекулярная, возмущение невелико. Проинте- 

грировав уравнение, получим 

Ax = С равн ехр (-— {/т) (243) 

Возьмем логарифм 

In(c_.../Ax) = Ит (244) равн 

т легко определяется графически из уравнения (244) (рис. 14). 

Из уравнения (242) видно, что т содержит константы скорости 

обоих направлений. Поэтому возможно определение обоих пара- 

метров при измерении т (рис. 15). 

В действительности расчет не так прост, потому что 4... и 

Dyan? как правило, не совпадают с их аналитическими и полными 

концентрациями (do и Бо). Предположим, что мы смешали равные 

объемы веществ А и В с концентрациями 2a и 260. Подождем, 

пока установится равновесие. Пусть К! — константа диссоциации 

i 
T 

i 

|3 
O 

К-1 
t 

Яравн + Вравн 

Рис. 14. Определение времени релакса- 

ции бимолекулярных обратимых реак- Рис. 15. Определение констант ско- 

ций, протекающих с образованием рости по времени релаксации для об- 

одного продукта. ратимой бимолекулярной реакции.
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вещества С 

Ky = К-1/ К! = Gy. Op aan’ Срави (245) 

Поскольку 

Qo Яравн + Сравн › Бо — Doane + С равн (246) 

то 

С равн — ao 7 Я равн — Бо — Ь авн (247) 

Отсюда следует, что 

Я равн + Ь авн — (ao + bo) 7 2 Сравн (24 8) 

Из уравнений (245) и (246) получаем 

С равн — Я равн Doan’ Ky = (ao — Сравн) (Бо - Сравн)/ К 1 (249) 

а из (248) и (249) 

Чравн + бравн = У (0 + bo + Ку)” — 44065 — К! (250) 

Выражение (250) нужно подставить в (242), чтобы по известным 

значениям Qo и Бо и отдельно определенному К! найти значения 

@равн + Daan? необходимые для построения рис. 15. 

Значения времени релаксации реакций с различными механизма- 

ми приведены в табл. У. 

Для случая сложной последовательной реакции, включающей 

бимолекулярную и мономолекулярную стадии 

К К 
А+ВЁС р 

КСК, 

суммарное время релаксации (71,2) выражается следующим 

образом: 

71,2 = 2/ (К! (а + А-1 + К> + К-2 = pasa + Ь авы 

NV [Kian + Вравн) +К-1+ 2 +К- 2“ — 4[ki(ko +k - 2)(@равн + Dyan) + К- 1-2] } 
(257) 

Отсюда следует, что 

1/7 + 1/72 = ki(@,,,, + Ь ан) + K-1 + ka + К- 2 (258) 

(1/71)(1/72) = ki(k2 + К- 2) (авы + Daan) + k_,k-2 (259) 

Следовательно, константы скорости могут быть определены графи- 

чески (рис. 16). Обозначим через й наклон прямой линии, а через 

5--|
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Таблица У. Время релаксации некоторых простых реакций 

Механизм" * т 

ky 
A 2 B 1/(k; + K-1) (251) 

-1 

ky 
A+B a С ТИ [А (а равн + Ь apn) +К- 1] (252) 

k, 
Ae B+C 1/(ki + 2-16 ow см. уравнение (232) 

К 
А +В г C+D ТИ [ki (oy + Ь авы) + К- 1 (Сравн + q apn)! (253) 

К 
2А = В 1/(4kia 4 + kK -1) (254) 

-1 

К! k2 
А 2 В = С м = 1/ (К! + К-, + К + K-2)/2)[1 + (1 - (255) 

-1 -2 

— Ук 

та = 1/{[(ki + К-1 + № + К-2)/21 1 - 1 - (256) 
- УВ (ki + К- 1) (2 + К-2) — К- 1 ka] / (ki + k-1 + ke + k-2)']) 

a 
a ‚5 apy’ Сравн И Ч авн соответствуют равновесным концентрациям веществ А, В, С 

и D. Для последовательных реакций 7; и 72 — времена релаксации соответственно первой и BTO- 

рой стадий. 

т! отрезок, отсекаемый ею на оси ординат на рис. 16,a, и через 

р и m2 — на рис. 16,6. Тогда 

А=И, К-1 = Wy - (©/й) 

К2 = (2/1) — k-2, К-2 = Т2/К-1 (260) 

Если А + В=С (бимолекулярная стадия) быстрее, чем C @D 

(мономолекулярная стадия), т. е. ky (Ч равн + Ь авы) +К-1> А +К-2, 

то 

)+ k-1] (261) 

(ko + K-2) + K-2Ki] (262) 
т! = 1/[k (Gyan + Dann 

72 = (Ki + Я равн + Ь авн) / [pan + Ь авы)
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ky 
k, (Ko +k.) 

(К-1+К2+К-о ) 

Ч равн* В равн ""равн @равн*Оравн 
а 6 Ре 

Рис. 16. Определение констант скорости бимолекулярных и мономолекулярных реак- 

ций по времени релаксации. Ни одна из последовательных реакций не протекает мед- 

леннее других. 

rye т! и 72 — соответственно время релаксации быстрой и медлен- 

ной стадии. 

Таким образом, время релаксации быстрой реакции 71 и простой 

реакции, т. е. не имеющей второй мономолекулярной стадии, оди- 

каково. На медленную стадию, напротив, влияют константы ско- 

рости (т. е. А-1/К!) предыдущей быстрой реакции. 

Если бимолекулярная стадия намного медленнее мономолеку- 

лярной, т. е. ki(a + Ь авн) + К-1 <К> +К-2, To 

Ti = 1/(k2 + К-2) (263) 

72 = (Ko + К-2)/ [(К2 + К-2) Ки (а + a) +К-1А-?] (264) 

равн 

равн 

Аналогичным образом время релаксации быстрой (мономолеку- 

лярной) стадии равно времени релаксации простой мономолекуляр- 

ной реакции и не зависит от медленной стадии, в то время как на 

время релаксации медленной стадии влияют константы скорости 

быстрой. 

Для обоих крайних случаев константы скорости могут быть 

определены графически (рис. 17). 

Надежность таких экспериментов ограничена амплитудами из- 

меряемых изменений: для проведения точных определений они дол- 

жны быть достаточно большими. В мономолекулярной обратимой 

реакции А = В обозначим через a оставшуюся, непрореагировав- 

шую часть вещества А и через (1 — a) степень превращения в реак-
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более быстрая более быстрая 
стадия стадия 

an 1 a A 
т. т т т, 

(К›+К-2) 
К 

Ko+2k-2 

2 
! Kaka 

k., ko +К-0 

| 

Яравн+Оравн Ky = @равн*бравн равн* bass Яравн+Бравн 

Рис. 17. Определение констант скорости обратимых последовательных реакций при 
условии, что одна из стадий является скоростьдимитирующей. 

ции, тогда 

а = “4, 6 = (1 - а) 40 (265) 

и константа равновесия 

К =a/b=a/(i - a) (266) 

Продифференцируем уравнение (266) 

AK/K = Да/ “(1 — a) (267) 

Изменение концентрации Ас при изменении температуры АТ имеет 

ВИД 

Ac = соДа = соа/ (1 - а) (АК/К) = о Р(АК/К) (268) 

где коэффициент Р равен 

Е = (Ас/со)(АК/К) = 0(c/cCo)/dInK (269) 

В рассмотренном мономолекулярном процессе 

Е = а (1 —- a) (270) 

Есо называют амплитудным множителем. Для равновесия в бимо- 

лекулярной реакции ассоциации (А + ВЕС, где ao = бо, можно
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аналогичным образом вывести следующее уравнение: 

Е = а (1 - a)/(2 — a) (271) 

При регистрации измерения спектрофомометрическими методами 

применимы следующие уравнения: 

Дс/со = F(AK/K) 

AA = ДЕДс, — AI/I=2,3AA (272) 

Следовательно, | 

— Al = 2,31Авсо Р(АК/К) ‚ (273) 

где AA — изменение поглощения, Дё — изменение молярного коэф- 
фициента поглощения в результате реакции, Ги AJ — соответствен- 

но интенсивность света, попадающего на фотоумножитель прибора, 

и ее изменение. 

2.13. ИЗМЕНЕНИЕ КОНСТАНТЫ СКОРОСТИ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ТЕМПЕРАТУРЫ 

До настоящего момента мы считали (явно или неявно), что ис- 

следуемые реакции протекают при постоянной температуре. Однако 

при изменении температуры изменяется значение константы скорос- 

ти. Не изменение в зависимости от температуры можно описать 

эмпирическим уравнением Аррениуса: 

К = Aexp(—- E/RT) (274) 

где А — предэкспоненциальный множитель (константа действия, 

частотная константа или частотный множитель. Последнее назва- 

ние неудачное, так как А имеет размерность константы скорости, 

которая совпадает с размерностью частоты только для реакций 

первого порядка). Ё — энергия активации или величина потенци- 

ального барьера, который нужно преодолеть, чтобы началась реак- 

ция, R — газовая постоянная и Т — абсолютная температура (в К). 

Изменение константы скорости в зависимости от температуры 

важно знать, так как оно позволяет определить потенциальный 

барьер, который нужно преодолеть, чтобы провести реакцию. Дру- 

гими словами, таким способом можно определить количество энер- 

гии, необходимой для протекания данной химической реакции. 

Энергия также необходима для нарушения равновесного состояния 

в процессе, ведущем к равновесию.
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Температурная зависимость константы равновесия химической 

реакции описывается уравнением Вант-Гоффа: 

dinK/dt = АН°/ЕТ?. (275) 

где AH® — стандартная энтальпия реакции (ее определение см. в 

разд. 1.5), К — константа равновесия (безразмерная, так как она 

выражается относительными концентрациями). 

Поскольку 

d(i/T) = - dT/T’ (276) 

уравнение (275) можно записать в другом виде: 

dinK/d(1/T) = - AH®/R (277) 

Известно, что для идеальных газов 

AH® = ДИ® + RTAr. (278) 

где AU® — изменение стандартной энергии, Ar, — избыток числа 

молей (см. уравнение (3)). Это означает, что если реакция протекает 

без изменения числа молей, то константа равновесия зависит толь- 

ко от изменения нормальной энергии реакции. Если число молей 

изменяется в процессе реакции, то константа равновесия будет вы- 

ражаться относительными концентрациями (т. е. концентрациями, 

отнесенными к | молю стандартного вещества). Следовательно, ве- 

личина А становится безразмерной (так это и должно быть), но ее 

связь с изменением нормальной энергии непроста. 

Для реакции 

поскольку К = К!/К-1, из уравнений (275) и (278) следует, что 

^ din(ki/k-1)/dT = AU®/ RT’ (279) 

Из соотношения (274) получаем 

Ат (К /А!)/Аат = Е / ЕТ? (280) 

din(k-1/A,)/dT = Е-1/ КТ? (281) 

где 

Е - Е- 1 = 40° (282) 

Последнее равенство проиллюстрировано рис. 18.
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Активированный 
комплекс Ё 

Е-1 
Е, 

| C+D 
Рис. 18. Схема баланса энергии активации и изме- А 0 

нение внутренней энергии в двухсубстратной обра- — 

тимой реакции. А+В 

Проинтегрировав последние дифференциальные уравнения, сно- 

ва получаем логарифмическую форму соотношения (274): 

In(ki/A1) =- Е! /АТ (283) 

При построении графика зависимости Igk от 1/Т (рис. 19,а) получа- 

ется прямая линия, пересекающая ось ординат в точке IgA с накло- 

ном — Е/ 19,15. Экспериментально определенную энергию актива- 

ции E можно записать следующим образом: 

E = AH* + RT (284) 
где AH* — изменение энтальпии активации, RT = 2,48 кДж/моль 

при 298 К. Нужно заметить, что этот график не дает линейной за- 

‘9 (еек или 19 (4a) (e-m-K°9) 

lg(A-c) Lg(A’c-K) unu 19 (А.с -M-K 72) 

1,4 07 ли = -Е/ 195 tgol=-AH/ 19,15 

0,5 |- — 

оз SN - 

0,2 —- = 
1 | г _ 10° о РИ | | 10° 

33 35 3,7 r 33 35 3,7 7 

Рис. 19. Графическое определение энергии, энтропии и энтальпии активации по тем- 

пературной зависимости константы скорости (график Аррениуса).



72 2. Химическая кинетика 

висимости, так как отрезок, отсекаемый на оси ординат, зависит 

от температуры (см. уравнения (285) и (287)). Однако эта темпера- 

турная зависимость незначительна по сравнению с зависимостью 

энергии активации, поэтому в пределах ошибки это соотношение 

можно считать линейным. 

Как показано в главе о статистической механике равновесия (см. 

разд. 2.15 и уравнения (325)—(328)), константу скорости можно так- 

же записать следующим образом: 

k = «(RT/Nh)exp(AS*/R)exp(— AH*/RT) (285) 

где x — трансмиссионный коэффициент (= 1), № — число Авога- 

дро, A — постоянная Планка и AS* — изменение энтропии акти- 

вации. Построив график зависимости lg[(k/7)(K-c)] от 1/7, полу- 

чаем прямую линию (рис. 19,6), по углу наклона которой можно 

рассчитать энтальпию активации, а графической экстраполяцией 

отрезка, отсекаемого ею на оси ординат, к 1/7 = 0 определить энт- 

ропию активации. Такой график даже теоретически дает прямую 

линию, так как положение отрезка не зависит от T. 

Из-за болыпого расстояния графическая экстраполяция имеет 

очень низкую точность. Поэтому удобнее рассчитывать изменение 

энтропии активации по уравнению, получающемуся из уравнения 

(285) после перестановки 

AS* = АН* /Т— 19,15 {18 (КБ Г/Й)/К]} (286) 

где k, — константа Больцмана и при 298,5 К Ig(k, 7/h) = 12,8 cw}, 

Запишем константу скорости в том же виде, что и в уравне- 

нии (285); тогда предэкспоненциальный множитель в уравнении 

Аррениуса (274) примет вид 

А’ = A/e = x(RT/Nh)exp(AS*/R) (287) 

где A — предэкспоненциальный множитель исходного уравнения 

(274), А’, согласно уравнению (284), равняется е-й доле этого мно- 

жителя. Все приведенные выше равенства верны только в том слу- 

чае, если kK — константа скорости первого порядка, а также для 

реакций второго и более высоких порядков, описываемых в рамках 

теории абсолютных скоростей (см. разд. 2.15), т. е. она должна 

иметь размерность (время) — '. Так как для графика Аррениуса вели- 

чина x(RT/Nh) имеет размерность c_!, то К должна обязательно 

выражаться в мин`' или ч`!, аневс`'!, если константа в правой 
части равенства также умножается соответственно на 60 или 3600. 

Если константа скорости имеет размерность M~!-c™!, т. е. ее
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рассматривают не с точки зрения теории абсолютных скоростей, 

а в рамках теории столкновений (см. разд. 2.14), то размерность 

предэкспоненциального множителя также должна быть M7 !-c7 

Следовательно, 

Az = 10°Ndka[8ak, T(ma + mp)/mamp]'7(expAS*/R) — (288) 

(см. уравнения (314) и (316)). В этом случае строят. график зависи- 

мости 12[(К/Т"2)(КГ?.с.М)] от 1/7.AS* можно рассчитать по 
отрезку, отсекаемому на оси ординат, зная средние диаметры (das) 

и массы (Ma и тв) реагирующих молекул А и В. 

В интегральной форме уравнение Аррениуса имеет вид 

шп (А/К!) = Е(Т> — 7™1)/RTT» (289) 

где А! и kz — константы скорости, измеренные соответственно при 

температурах 7; и 72. Так как уравнение содержит отношение этих 

констант, то не имеет значения, имеют они первый порядок или 

второй и можно ли их описать теорией абсолютных скоростей или 

теорией столкновений. Следовательно, это уравнение можно смело 

применять для определения величин Ё, но не Д5+. 

Из уравнения (289) следует: 

Е = - [КТ Г2/ (Г! — Т>) Ш (2 / К!) (290) 

Относительную ошибку определения таким способом энергии ак- 

тивации можно записать следующим образом: 

(AE/E) = [T2/(T; — ТР (АТ,/ 7)? + [T1/(T1 — T2)]* (А T2/ Т>)? + 

+ [1/In(ko/k1)]* (Aki / ki)? + (Ak2/ К2)?] (291) 

Наиболее точное определение удается провести, если в каждой 

паре измерений для сравнения берется одна и та же константа ско- 

рости А!, измеренная при тепературе Ту!. 

На основании равенства (25) изменение свободной энтальпии 

можно записать в виде 

AG* = AH* - TAS* (292) 

Закон Аррениуса строго выполняется только для элементарных. 

стадий тепловых реакций, т. е. для таких реакций, в которых источ- 

ником энергии для преодоления энергетического барьера, служит 

тепловая энергия молекул. Это означает, что в системе, согласно 

статистическому распределению Больцмана, содержатся высоко- 

энергетические молекулы. 

Зная отношение констант скорости, прямой и обратной реакций,
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lg K 
Г 

9/19, 15 36 |- AS‘/ 19, 

49%=- ДНУ19, 15 
3,4 \ 9 / 

Рис. 20. Графическое определение 

3,2 т нормальной энтальпии и нормальной 
L —^-—- 4 энтропии по температурной зависи- 
УНИИ | | 10 мости константы равновесия (график 

3,3 35 37 T Вант-Гоффа). 

объединив уравнения (279), (282), (284) и (285), найдем константу 

равновесия данной элементарной стадии. По температурной зависи- 

мости константы равновесия (293), используя график Вант-Гоффа 

(рис. 20), можно графически определить термодинамические пара- 

метры равновесия: 

IgK = - AH®/19,15T + AD°/19,15 (293) 

где К = k;/k-, — константа равновесия”, Н° — стандартная эн- 

тальпия, S° — стандартная энтропия. 

Зная константу равновесия, можно рассчитать стандартную эн- 

тальпию. По изменению энтальпии и стандартной энтропии можно 

определить константу равновесия для любой температуры (при ус- 

ловии, что в координатах Вант-Гоффа во всем исследуемом интер- 

вале температур наблюдается линейная зависимость), используя со- 

отношения 

AG® =- RTInK (294) 

AG® = AH® - TAS° (295) 

Из равенства (294) можно снова получить уравнение (275), так как 

InK = - (AG°/T)(1/R) (294а) 

а из равенств (24) и (20) следует, что 

dG = ГаР - SdT (296) 

Г 

Принято считать, что константа равновесия определяется отношением кон- 
центраций продуктов к концентрациям исходных реагентов.
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Таким образом получаем 

(9С/д9Ть = - 5 (297) 

Подставляя уравнение (297) в равенство (24), имеем 

С =Н+ Т(9С/9Ть (298) 

Следовательно, 

AG = AH + Т(9дАС/9Тр (299) 
И 

(6/6 Т)(АС/Тр = — AH/T’ (300) 

Подставляя выражение (300) в равенство (294), получаем уравнение 

(275). 

Использование закона Вант-Гоффа может привести к тем же 

ошибкам, что и уравнение Аррениуса. Если прямая и обратная ре- 

акции имеют первый порядок, то и просто описать, согласно приве- 

денному выше уравнению (293) и рис. 20, так как 

К =К-1/К, = (At ,expAG*_,/RT)/(Ajexp — 

— АСЁ/ЕТ = exp — AG°/ RT (301) 

и из уравнения (287) следует, что 

Rin(A“1/Aj) = AS*, - AS# = AS® (302) 

Если обе реакции, прямая и обратная, имеют второй порядок 

и могут быть описаны теорией столкновений (см. разд. 2.14), 

т. е. константы скорости имеют размерность М7!.с`', то уравне- 

ние (302) справедливо только в том случае, если dip = dép и 

(ТА + тв)/тАтв = (тс + ть)/ тстр, где А и В, а также Си О 

обозначают соответственно реагирующие и образующиеся веще- 

ства. Если оба направления бимолекулярной реакции можно опи- 

сать в рамках теории абсолютных скоростей (см. разд. 2.15), то 

константа скорости имеет размерность с` ! и ее смысловое значение 

также соответствует прямой и обратной реакциям первого порядка. 

Если реакция протекает с изменением числа молей (т. е. имеет 

первый порядок в одном направлении в второй — в другом, напри- 

К 
мер, А Е C+D, то справедливо 

2 

К = К›/ К! = (Azexp(— АСЯ / ВТ) / (Аз ехр — AGF /RT) (303) 

где Ai = A2/e (см. уравнение (315)) и А! — предэкспоненциальные
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множители, полученные соответственно из уравнений (288) и (287). 

В этом случае 

AG® = — RTIn(A{K/A}) (304) 

так как только AjK/Ai — безразмерная величина и Aj я AZ. 

При графическом представлении в координатах 1[(КТ"”?) 
(М-К-"?)] от 1/Т точка пересечения с осью ординат не дает точ- 
ного значения Д5°, так как в величину отсекаемого отрезка входит 
также значение логарифма отношения предэкспоненциальных мно- 
жителей. 

Если реакция второго порядка, протекающая с изменением чис- 
ла молей, поддается описанию в рамках теории абсолютных скоро- 
стей, то | 

К = К/К! = exp — AG°/RT (ср. уравнение (301) 

но К = [A](1M)/[C][D], где (1M) — концентрация вещества сравне- 

ния. Таким образом, уравнение (301) справедливо только в том слу- 

чае, если вычисления проводятся с концентрациями, отнесенными 

к | молю вещества сравнения. 

Очевидно, что если нас не интересует точное значение Д 5°, кото- 

рое в любом случае не удается точно определить (см. изложенное 

выше), то можно использовать интегральную форму уравнения 

Вант-Гоффа: 

1 (К/К!) = (AH°/2,303 В) [(Т» — ТИТ, T2] (305) 

где А: и Kz — константы равновесия, определенные соответственно 

при температурах 7; и 72. Наиболее точное определение удается 

провести, если для сравнения для всех значений брать А!, измерен- 

ное при температуре Ту!. 

Согласно общепринятым обозначениям, используемым и в этой 

книге, символы AG, АН, ACp и другие соответствуют изменению 

свободной энергии, энтальпии и теплоемкости при переходе из на- 

чального в конечное состояние. Эти величины имеют размерность 

Дж/моль или Дж/К (см. разд. 1.6), характерную для скорости, и, 

следовательно, знак А указывает не только на разницу между на- 

чальным и конечным состояниями. Скорость связана либо с изме- 

нением свободной энтальпии одного моля вещества вследствие пе- 

ресечения границ реакций, либо с изменением теплоемкости в ре- 

зультате изменения температуры. Поэтому правильнее использо- 

вать оператор 0/d£ вместо A, указывающий на глубину протекания 

реакции (в молях). Отсюда вытекает, что 9С/д# — изменение CBO-
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бодной энтальпии между реагентами и образующимися веществами 

в данной точке координаты реакции. Фактически уравнение (295) 

можно правильно записать в следующем виде: 

9(0/9# = дН/д& — Тд5/дЕ (306) 

2.14. КИНЕТИЧЕСКАЯ ТЕОРИЯ СТОЛКНОВЕНИЙ 
Согласно Льюису, а также Герцфельду и Поляни, скорость би- 

молекулярной реакции пропорциональна вероятности столкновений 

между молекулами 

и = 2<_лехр(— AH*/RT) mMonexyna-cm~?-c7! (307) 

где ZAA — число столкновений между двумя молекулами вещества 
А в 1 см? газа в одну секунду. 

Если диаметр молекул равен 4, то столкновение между ними 
происходит при условии, что расстояние между ними меньше, чем 
а. Если средняя скорость движения молекул равна с, то каждая мо- 
лекула в среднем в течение секунды занимает объем та?с. Если 
1 см? содержит п молекул, то в нем за одну секунду происходит 
тА?сп столкновений. 

Более точный результат получается, если взять вместо абсолют- 
ных относительные скорости. В этом случае каждая молекула пре- 
терпевает У2лА?сп столкновений в секунду. Полное число столкно- 
вений для всех п молекул равно — 

ЗАА = (1/2)У2 па? сп? (308) 

Коэффициент 1/2 необходимо ввести, так как в противном случае 

каждое столкновение будет учтено дважды: первый раз, когда мо- 

лекула А сталкивается с А’, и второй, когда А’ сталкивается с А. 

Согласно кинетической теории, средняя скорость равна 

с = У8 А; Т/лт (309) 

где т — масса молекулы и К; = R/N. 

Zan = (1/2)У2 ти? 2/8 ,Т/пт = 2124 УтКк.Т/т (310) 

Если ПА и Mp (молекул/см?) различных молекул А и В с диамет- 

рами da и ав и массами Ma и тв соответственно сталкиваются друг 

с другом, То частота столкновений равна 

ZaB = Nanpdag (8rk,T[(ma + тв)/тлтвь] }"? (311)
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где средний диаметр dap = (da + ав)/2 и dip = поперечное сечение 

столкновения. 

Исходя из приведенных выше соотношений, можно записать 

уравнение скорости реакции 

= плИвадв (8 тА; T[(ma + 

+ тв)/тАтв]}"?ехр(-— E/RT) (312) 

из которого следует, что и/плдив = К’, т. е. константа скорости в 
этом случае имеет размерность см*.молекула`!.с_!. Эту размер- 
ность можно преобразовать в см*.моль”!.с`'!, умножив ее на чис- 
ло Авогадро, при этом получается 

k = Ndkp (8 akg Т[(тл + тв)/ тлтв]} "?ехр(- E/RT) cm? + Mone '-c™ * (313) 

Из уравнения (313) следует, что предэкспоненциальный множитель 

имеет вид 

Az = Маь {8rk,T[(ma + тв)/татв]}"? смз. моль-!.с-! (314) 

Для случая столкновения двух одинаковых молекул 

Аз = 2М№* Ут, Т/т (315) 

Если предэкспоненциальный множитель рассматривают как чис- 

ло столкновений, то он обозначается буквой Z. 

Экспериментально получаемые результаты очень редко совпада- 

ют с приведенными выше теоретическими выкладками. Так получа- 

ется, потому что нужно учитывать не все столкновения, а только 

эффективные, приводящие к реакции. В этом случае 

К = Pzexp(— Е/ АТ) (316) 

где Р — вероятность или стерический множитель. Появление Р 

может быть связано с изменением энтропии, давая таким образом 

истинный предэкспоненциальный множитель, приведенный в урав- 

нении (288). 

Эта кинетическая теория рассматривает молекулы как сферы, 

описываемые одним диаметром, и не учитывает их истинной фор- 

мы, внутренних степеней свободы, а также взаимодействий между 

молекулами и их структурными элементами. Ошибку, возникаю- 

щую в результате всех этих приближений, нельзя исключить даже 

введением вероятности множителя. Более надежные результаты по- 

лучаются при использовании теории абсолютных скоростей реак- 

ции, основанной на методе статистической механики.
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2.15. РАВНОВЕСНАЯ СТАТИСТИЧЕСКАЯ МЕХАНИКА 

Теория абсолютных скоростей реакции была практически одно- 

временно разработана Эйрингом и Поляни. Она базировалась на 

предположении о том, что в начале реакции молекулы отделены 

от продуктов потенциальным барьером, соответствующим энергии 

активации. Конфигурация и энергия активированного комплекса 

определяются максимумом этого барьера. Скорость реакции — это 

частота, с которой активированный комплекс переходит с одной 

стороны потенциального барьера на другую. 

Рассмотрим реакцию 

К: \,- 
А+В = X 

kK 

где X~ — активированный комплекс, находящийся в равновесии с 

исходными веществами. ` 

К = ki/k-, = [Х7]/ [АВ] = (Q> /QaQp)exp(— AU /RT) (317) 

где надстрочный индекс = всегда относится к активированному 

комплексу. О обозначают суммы по состоянию относительно точ- 

ки с нулевой энергией для каждого вида молекул. AUS — прира- 

щение нулевой энергии, т. е. энергия активации реакции, протекаю- 

щей слева направо при температуре Т = 0, затрачиваемое на обра- 

зование | моля активированного комплекса: 

О = Ул giexp(— E\/k,T) (318) 

где Ё; — энергия относительно нулевого уровня энергии, 2; — число 

состояний, соответствующее этой энергии. Суммирование прово- 

дится по всем состояниям, включая электрическую, поступатель- 

ную, вращательную и колебательную составляющие энергии, и пол- 

ная сумма по состояниям может быть записана в виде произведе- 

HHA сумм по состояниям, соответствующих отдельным видам 

энергии: 

О = 9,14 пост Ч р Fon (319) 
Подробные выражения для’отдельных 4 состояний представляют 

собой очень сложные функции, и поэтому здесь рассматриваться не 

будут. 

При равновесии концентрация активированного комплекса, как 

следует из уравнения (317), равна 

[Х 1] = [A][B](Q~ /Qa Ов)ехр(- AUG / ЕТ) (320)
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Из уравнения суммирования для О” можно выделить колеба- 

тельную составляющую, которая приводит к диссоциации активи- 

рованного комплекса на продукты реакции. В соответствии с теори- 

ей она равняется Kk, T/hv, и, следовательно, О” можно записать 

как 

О” = (k,T/hv)Q- (321) 

Подставляем это выражение в уравнение (320): 

[Х 7] = [A] [B] (A, T/hv)(Q= / Qa Qs) exp(— AUG / RT) (322) 

Если умножить обе части последнего равенства на и, то полученное 
произведение ,[Х7] будет равно скорости реакции, так как это ча- 

стота колебаний активированного комплекса, приводящих к его 

диссоциации на продукты реакции 

и = [A] [B] (A, T/h)(Q= /Qa Qs) exp(— AUG / RT) (323) 
H 

и = k[A][B] (324) 

Следовательно, 

К = (kg T/h)(Q= / ОАОв)ехр(- AUG / RT) (325) 

где К — константа скорости второго порядка, А-Т/Й (при 

300 К) = 6,25.1012с-1. 
Поскольку в обратимых реакциях не все образующиеся активи- 

рованные комплексы распадаются на продукты (часть из них в ре- 

зультате колебаний возвращается в исходное состояние (см. уравне- 

ние (317)), нужно ввести новый множитель x, так называемый 

трансмиссионный коэффициент, т. е. 

k = x(k, T/h)(Q= /ОдОв)ехр(- AUS / ЕТ) (326) 

Уравнение (326) с помощью уравнения (317) можно привести к 

следующему виду: 

k = x(k, T/h)K- (327) 
Отсюда К- можно выразить в нелогарифмической форме уравне- 

ния Вант-Гоффа; в результате получаем 

k = x(k, T/h)exp(—- AG-=/RT) = 
x(k, T/h)exp(AS- / R)exp(— AH-/RT) (328) 

Так как k, = А/М, то приходим к уравнению (285). 

Статистическая теория имеет перед теорией простых столкнове-
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ний то преимущество, что она учитывает внутренние степени сво- 

боды обеих сталкивающихся молекул, а также образующегося при 

этом активированного комплекса. 

Тем не менее теорию абсолютных скоростей реакции очень труд- 

но привести в соответствие с уравнением Аррениуса (хотя на прак- 

тике именно так и делают), потому что энергию активации при аб- 

солютном нуле AU можно лишь очень грубо приравнивать к 

AH*, энтальпии активации при определенной температуре. Зато 

АН+ может быть непосредственно получена из определений 

скорости. 
Важным преимуществом статистической теории является то, 

что, используя уравнения (327) и (328), ее можно применять к любо- 

му типу реакций, в которых образованию активированного ком- 

плекса препятствует только потенциальный барьер, а скорость реак- 

ции полностью определяется концентрацией активированного ком- 

плекса. Отсюда следует, что вычисляя К. в относительных 

концентрациях, независимо от молекулярности реакции мы будем 

получать константу скорости первого порядка с размерностью 

(время) `'. 

2.16. КАТАЛИТИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ 

Вещество, не входящее в стехиометрическое уравнение реакции, 

может образовывать с исходными веществами переходные ком- 

плексы с менышими свободными энтальпиями активации, чем при 

непосредственном взаимодействии исходных реагентов. Если обра- 

зующиеся переходные комплексы распадаются с образованием про- 

дуктов и полной регенерацией инородного вещества, то говорят, 

что протекает каталитическая реакция, а участвующее инородное 

вещество называют катализатором. Так как катализатор регенери- 

руется, то стадия реакции с меньшей энергией активации периоди- 

чески повторяется. Если катализатор находится в одной фазе с ре- 

акционной смесью, то процесс называется гомогенным, а если — 

в разных фазах, то гетерогенным. 

Изменение конфигурации и соотношений энергий активирован- 

ного комплекса при вхождении в него катализатора может привести 

к другому пути расщепления (другому виду продуктов), отличному 

от некаталитической реакции, если последняя вообще возможна при 

этих условиях. Но это не обязательно, могут образовываться и те 

же самые продукты. Сказанное объясняет направляющую роль ка- 

тализаторов: из одних и тех же веществ в одинаковых условиях экс- 

перимента под действием различных катализаторов получают раз- 

6 --1
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личные конечные продукты. Это явно противоречит принципам 

термодинамики, гласящим, что состав равновесной смеси конечных 

продуктов реакции однозначно определяется составом исходной ре- 

акционной смеси и условиями эксперимента. Катализаторы не обя- 

зательно ускоряют именно ту стадию, которая приводит к образо- 

ванию определенной термодинамически равновесной смеси. Они 

промотируют какую-нибудь одну из последовательности элементар- 

ных реакций, приводящих к равновесию. Другой катализатор мо- 

жет селективно ускорять другую элементарную реакцию из иной 

последовательности, приводящей к той же равновесной смеси. Та- 

ким образом, каталитическая реакция может остановиться на неко- 

торой промежуточной ступени, если она не может протекать даль- 

ше по термическому пути, приводящему к конечному равновесному 

состоянию, из-за увеличения потребности в энергии активации при 

этих условиях. Все сложные молекулы, встречающиеся в живых 

организмах, представляют собой термодинамически лабильные 

промежуточные продукты, синтезируемые при помощи специфиче- 

ских биокатализаторов — ферментов. Например, термодинамиче- 

ское равновесие требует, чтобы при сжигании глюкозы образовыва- 

лись диоксид углерода и вода. Однако ферменты, ускоряя отдель- 

ные элементарные стадии этой реакции, могут останавливать ее на 

определенных стадиях, приводя таким образом к накоплению раз- 

личных промежуточных продуктов (например, глюконовой кисло- 

ты, глюкуроновой кислоты, ацетата, пирувата и др.). 

2.17. ГОМОГЕННЫЙ ГАЗОВЫЙ КАТАЛИЗ 

Присутствие инородных молекул в реагирующем газе может вы- 

звать каталитическое увеличение скорости реакции двумя путями. 

2.17.1. Физический катализ. При физическом катализе электромаг- 

нитное поле инородной молекулы облегчает превращение. Процесс, 

при котором катализатор участвует в качестве третьей частицы в 

слиянии атомов в результате тройных столкновений, также можно 

рассматривать как физический катализ. 

2.17.2. Химический катализ. При химическом катализе катализатор 

непосредственно участвует в процессе. Фактически он претерпевает 

превращения в процессе реакции, но регенерируется в своей перво- 

начальной форме к концу реакции. В цепных реакциях катализатор, 

дающий начало цепям, в ряде случаев вызывает новый цепной ме- 

ханизм и регенерируется после нескольких быстрых стадий. Как
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правило, в процессах химического катализа количество катализато- 

ра постепенно, хотя и очень медленно, уменьшается; он либо расхо- 

дуется, либо отравляется. Это явление, противоречащее классиче- 

скому определению катализатора, можно объяснить активным уча- 

стием катализатора в реакции с образованием химических связей. 

Так как такие реакции не обязательно являются побочными, то тер- 

мины «катализатор» и «каталитическая реакция» применимы и в 

этих случаях. 

2.18. ГЕТЕРОГЕННЫЙ КАТАЛИЗ (РЕАКЦИИ 
НА ГРАНИЦЕ РАЗДЕЛА ФАЗ) 

Реакциями на границе раздела фаз считаются химические про- 

цессы, протекающие в непосредственной близости от границы двух 

соседних фаз в слое толщиной максимум несколько молекул. Из по- 

верхностных реакций рассмотрим только реакции гетерогенного ка- 

тализа. Глубина протекания поверхностной реакции тесно связана 

с активированной адсорбцией реагирующего вещества, проходящей 

в основном на различных дефектах решетки катализатора.: Для об- 

разования такого типа дефектов особенно благоприятны внутрен- 

ние поверхности пористых структур. Эффективность катализатора 

не увеличивается постоянно по мере роста его удельной поверхнос- 

ти, а достигает некоторого оптимума при определенной величине 

поверхности. Это объясняется тем, что большая удельная внутрен- 

няя поверхность возможна только при наличии узких пор, но чем 

уже поры, тем болыше сопротивление диффузии. 

Процесс адсорбции также играет важную роль в контактных 

реакциях. В этом случае помимо скорости самой химической реак- 

ции и диффузии, адсорбции исходного вещества (веществ), десорб- 

ции продукта (продуктов), следует также учитывать эффект вытал- 

кивания, сопровождающий адсорбцию смеси веществ. Сложность 

поверхностных реакций объясняется взаимодействием множества 

частных реакций, с одной стороны, и высокой термодинамической 

нестабильностью катализаторов с большой удельной поверхнос- 

тью — с другой. 

В гетерогенных реакциях большое влияние на скорость оказыва- 

ет диффузия. Средняя скорость диффузии . определяется урав- 

нением: 

а = (Р/с) (дс/дх) (329) 

где D — коэффициент диффузии, с — концентрация диффундирую- 

щего вещества; диффузия протекает вдоль оси х. Из первого закона



84 2. Химическая кинетика 

Фика следует, что 

р = ky Г/Л (330) 

roe f — коэффициент трения, или величина, обратная под- 

вижности: 

Л = 6ary (331) 

г — радиус диффундирующих частиц, 7 — внутреннее трение 

среды. 

Для гетерогенных реакций, у которых диффузия является ско- 

ростьлимитирующей стадией, 

— a{A]/dt = (D/6)F[A] (332) 

где [А] — концентрация растворенного вещества в объеме переме- 

шиваемого раствора, Р — поверхность реагирующего твердого ве- 

щества, 6 — толщина адгезионного слоя. Это уравнение можно вы- 

вести из первого закона Фика при условии, что [А]/б — постоян- 

ный градиент концентрации. Это соотношение описывает реакцию 

первого порядка, если в качестве «константы скорости» выбрать 

ДЕ’ 6. | 

Следовательно, гетерогенные реакции, скорость которых пол- 

ностью определяется скоростью диффузии молекул одного из ис- 

ходных веществ или продуктов реакции, протекают по законам ре- 

акций первого порядка. Зависимость их скорости от температуры 

такая же, как и скорости диффузии (скорость изменяется на 2% при 

увеличении температуры на один градус), поэтому их температур- 

ные коэффициенты очень малы по сравнению с другими химически- 

ми реакциями. 

Скорость диффузии далеко не всегда определяет скорость всей 

реакции. Химическая стадия становится скоростьлимитирующей, 

если она требует высокой энергии активации. Это объясняет и тот 

факт, что повышение температуры приводит, согласно закону Ар- 

рениуса, к значительно большему ускорению реакции, чем в случае, 

когда диффузия является самым медленным процессом. 

Катализаторы могут входить в качестве доноров или акцепто- 

ров электронов в состав переходных комплексов, определяющих 

скорость реакции. Донорно-акцепторные взаимодействия между 

контактными катализатором и субстратом аналогичны химической 

адсорбции. Они должны быть не слишком сильны, так как в про- 

тивном случае препятствовали бы непрерывной десорбции продук- 

тов. Вообще действие контактного катализатора можно объяснить



Гетерогенный катализ (реакции на границе раздела фаз) 85 

следующим образом: внедрение катализатора в переходный ком- 

плекс дестабилизирует существенные для данной реакции связи и 

таким образом облегчает перестройку или даже просто «открывает 

ворота» для необходимого в этом процессе переноса электрона. 

Фундаментальная роль химической адсорбции в контактном ка- 

тализе была впервые установлена Ленгмюром. В каталитических 

контактных реакциях следует различать следующие стадии: 1) диф- 

фузия реагирующих молекул к поверхности; 2) химическая адсорб- 

ция молекул на поверхности; 3) сама поверхностная реакция; 4) де- 

сорбция продуктов; 5) диффузия продуктов от поверхности. 

Скорость таких реакций пропорциональна количеству вещества, 

адсорбированного на поверхности катализатора. Изотерма Ленг- 

мюра имеет вид 

а = а4»р/ (1/6 + p) (333) 

где а — относительное количество адсорбированного вещества, 

а» — максимальное количество адсорбированного вещества при на- 

сыщающем давлении, р — постоянная величина, характерная для 

данного адсорбированного вещества. 

Уравнение Михаэлиса — Ментен, описывающее скорость фер- 

ментативных реакций, формально представляет собой ту же изо- 

терму Ленгмюра, у которой а соответствует начальной скорости 

(Vo), а» — максимальной скорости (Vmax), Р — концентрации суб- 

страта [5], 1/Б — константа Михаэлиса (Аш), т. е. Vo = Гшах [$] / 

(Km + [$]) (см. уравнение (433)). 

Другой подход к химической адсорбции предлагает изотерма 

Фрейндлиха: описывающая в основном процесс для негомогенных 

адсорбентов. Изотерма Фрейндлиха имеет вид 

[га = lek + (1/n)lgp (334) 

где пи К — постоянные, характерные для данной пары адсор- 

бент—адсорбированное вещество. Изотерма Фрейндлиха напомина- 

ет уравнение Хилла, описывающее активность фермента с несколь- 

кими участками связывания. В этом случае а — относительная 

активность фермента, (Vo/[Vmax — UVo]), К соответствует обратно- 

му значению константы Михаэлиса (1/Km), |/п — число моле- 

кул субстрата, связанных с одной молекулой фермента (п), т. е. 

lg[Vo/(Vmax — Uo)] = — Ко + nig[S] (см. уравнение (493)). 
Несомненно, влияние контактного катализатора осуществляется 

посредством химической адсорбции (электронный перенос между 

катализотором и субстратом). Если электронный перенос представ- 

ляет собой длительный процесс, то образуется «поверхностное со-
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единение», а если это быстрый процесс и среднее время пребывания 

молекулы субстрата на поверхности невелико, то это истинная «хе- 

мосорбция». Она также представляет собой химическую связь, ко- 

торая в отдельных случаях может быть ионной или неполярной, 

но, как правило, носит временный характер. Следует подчеркнуть, 

что контактные катализаторы — это вещества с непрерывной 

структурой, в которых электроны либо вообще делокализованы, 

либо, как в полупроводниках, ведут себя как более или менее под- 

вижные дефектные участки. Таким образом, хемосорбция не обяза- 

тельно протекает на поверхности, но изменения потенциального по- 

ля поверхности благоприятствуют ее протеканию на одних участках 

по сравнению с другими. 

В катализе помимо энергетического фактора важную роль игра- 

ют геометрические факторы. Некоторые авторы, рассматривая 

многоточечную адсорбцию, считают, что центры адсорбции атаку- 

ют разрушающиеся или образующиеся связи, т. е. что катализатор 
поляризует связь, перпендикулярную к их первоначальной ори- 

ентации. 

2.18.1. Полупроводниковые катализаторы. По Волькенштейну, хи- 

мически адсорбированные частицы, рассматриваемые с точки зре- 

ния квантовой механики как примеси на поверхности, образуют 

единую систему с решеткой, похожую на дефекты «запоминания». 

В отличие от дефектов в структуре полупроводников, не способных 

перейти в другую фазу, хемосорбированные частицы могут поки- 

нуть поверхность при десорбции. В свою очередь дефекты могут 

выходить из глубины полупроводника на поверхность, создавая та- 

ким образом резерв дефектов. 

Связывание субстрата может осуществляться двумя способами: 

1. При так называемой «слабой» хемосорбции частица и центр 

связывания на поверхности электрически нейтральны. В этом слу- 

чае субстрат сам образует дефект в кристаллической решетке, заби- 

рая или отдавая электроны при реакции с неповрежденным участ- 

ком решетки. 

2. При так называемой «сильной» хемосорбции уже имеющийся 

положительно или отрицательно заряженный дефект поверхности 

образует донорную или акцепторную связь. В зависимости от при- 

роды связывающей частицы это может быть либо п-связь, в случае 

принятия электрона, либо р-связь, когда частица взаимодействует 

с положительной дыркой. Названия «слабая» и «сильная» условны, 

так как в первом случае адсорбированная частица должна освобо- 

дить валентности на поверхности, а во втором положительные и
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отрицательные дефекты сами предоставляют в общее пользование 

имеющиеся в наличии свободные валентности. Следовательно, ре- 

акцию решетки можно рассматривать как радикальную реакцию, в 

которой хемосорбированная частица превращается в радикал, ре- 

агируя с дефектом такого типа. 

Оба типа адсорбции могут переходить друг в друга, так как па- 

ры положительно-отрицательных дефектов, образовавшихся в про- 

цессе «слабой» адсорбции, мигрируют в соответствии с широко из- 

вестным для полупроводников дырочным механизмом. Такой пере- 

ход особенно ощутим, если один из атомов молекулы после 

приближения к поверхности ведет себя как акцептор, а другой — 

как донор. Следовательно, образовавшиеся в результате слабого 

взаимодействия две части дефектных пар соединяются с различны- 

ми атомами, и если одна из этих связей разрушится, а освободив- 

шийся дефект удалится, то адсорбированная молекула превратится 

в N- или р-связанный свободный радикал. В каталитической реакции 

радикал или ион-радикал, участвующий в образовании «сильной» 

связи, реагирует таким образом, что контактные реакции можно 

рассматривать как цепные процессы. В этом случае свободная ва- 

лентность катализатора принимается за один из «радикалов». Об- 

разование таких свободных валентностей можно экспериментально 

доказать с помощью характеристического электронного парамаг- 

нитного резонанса. 

Двухцентрованная адсорбция становится возможной при опреде- 

ленной топографии и характеристиках поверхности. Если сорбция, 

приводящая к диссоциации, протекает на уже существующем дефек- 

те поверхности (свободная валентность), то для одной части фраг- 

ментов будет наблюдаться «слабое» связывание (т. е. насыщенное 

по отношению к валентностям), для другой — «сильное». В послед- 

нем случае образуется свободный поверхностный радикал. Поляр- 

ность такого связывания (ионный характер связанных частиц) опре- 

деляется различием в электроотрицательности элемента поверхнос- 

ти и фрагмента субстрата. 

Следовательно, хемосорбция реагента изменяет концентрацию 

дефектов в катализаторе. В связи с этим изменяется и электропро- 

водность (она увеличивается, если в результате адсорбции возника- 

ют новые участки связывания, и уменыпается, если блокируются 

уже имеющиеся). Таким образом, регистрация измерений электро- 

проводности служит важным инструментом при изучении механиз- 

ма действия полупроводниковых катализаторов. Абсолютное значе- 

ние электропроводности и ее изменение при заданной температуре 

служат соответственно мерой концентрации дефектов и изменения
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этой концентрации. Температурная зависимость электропроводнос- 

ти определяется энергией активации, необходимой для перехода 

электронов в зону проводимости. 

Связывание, возникающее при хемосорбции, дестабилизирует 

или разрушает связанную молекулу, превращая ее при этом либо 

в радикал, либо в ион-радикал. Дальнейшее взаимодействие радика- 

ла требует меньшей энергии, чем в случае недестабилизированной 

формы. Как правило, энергия активации реакций с участием ради- 

кала и ион-радикала очень низка. Для поверхностных радикалов 

можно ожидать больших значений энергии активации, так как нуж- 

но еще разрушить хемосорбционные связи. В ряде случаев решаю- 

щую роль в величине кажущейся энергии активации играет теплота 

хемосорбции. 

Энергия активации и теплота реакции, выделившаяся в экзотер- 

мической стадии реакции, возможно, не рассеиваются мгновенно, а 

частично запасаются и затем расходуются в процессе десорбции. В 

этом случае нельзя наблюдать ингибирование продуктом, даже ес- 

ли десорбция продукта требует самой высокой энергии активации. 

Широко распространено представление, что ферменты можно 

рассматривать как полупроводниковые контактные катализаторы, 

действующие по описанному выше механизму. Опыты Блюмен- 

фельда наглядно продемонстрировали узость линий, а также от- 

сутствие тонкой структуры в спектрах ЭПР и позволили сделать 

вывод, что в структуре белковых молекул неспаренные электроны 

в значительной степени делокализованы. Предполагается, что «про- 

водящие каналы» расположены вдоль цепочек водородных связей 

и проходят через основные полипептидные цепи. Временно образу- 

ющийся в процессе ферментативного катализа комплекс субстрата 

с ферментом (а в ряде случаев только с небелковыми простетиче- 

скими группами последнего) играет роль примеси. Собственные 

электронные уровни комплекса опускаются до зон проводимости и 

валентных зон белков. В отличие от полупроводников ширина зоны 

очень мала (несколько десятых электронвольта). Следовательно, 

субстрат-ферментный комплекс можно рассматривать как_загряз- 

ненный полупроводник с электронной или дефектно-электронной 

проводимостью. Электрон, расположенный в зоне проводимости, 

не может достичь полностью занятую валентную зону и будет дви- 

гаться вдоль цепочки водородно-пептидных связей до тех пор, пока 

не попадет в ловушку акцептора (т. е. ферментного комплекса). Ta- 

ким образом, окислительно-восстановительная реакция может про- 

текать при отсутствии непосредственного контакта между реагента-
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ми. Другие авторы, однако, заявляют, что такой механизм дей- 

ствия белков невозможен; согласно проведенным ими расчетам 

энергия, необходимая для достижения уровня Ферми в белках, так 

высока, что нативный фермент не может абсорбировать ее при 

обычных условиях. 

2.18.2. Ферментативный катализ. В обычных химических реакциях 

концентрации реагентов намного выше, чем в ферментативных ре- 

акциях. Однако ферментативные реакции протекают в 10'!—'3 раз 
быстрее некаталитических. Для объяснения того, что, несмотря на 

низкие концентрации, т. е. малое число столкновений, число эффек- 

тивных столкновений может так существенно возрасти, было введе- 

но понятие эффекта ориентации, характерного только для фермен- 

тов, помимо уже известного эффекта сближения, наблюдающегося 

и в неферментативном катализе. Так как уже доказано, что фермент 

образует комплекс с субстратами, то очевидно, что белок фиксирует 

два реагирующих субстрата в непосредственной близости друг к 

другу, тем самым увеличивая вероятность взаимодействия. Следо- 

вательно, понятие эффекта сближения отражает свойство фермента 

(и других катализаторов) селективно увеличивать локальную кон- 

центрацию реагентов. Более того, связывание субстратов на по- 

верхности фермента осуществляется таким образом, что они прини- 

мают ориентацию, оптимальную для облегчения взаимодействия. 

Этот процесс ‘и называется эффектом ориентации. 

Следует рассмотреть еще один фактор, так называемый эффект 

напряжения. Он отражает возможность прикрепления субстрата к 

ферменту в двух или нескольких местах. В результате такого связы- 

вания разрушаемая связь ослабляется благодаря поляризации элек- 

тронных оболочек и изменению углов связей, и энергия активации, 

требующаяся для непосредственного разрушения этой связи, пони- 

жается. 

В присутствии «теоретического фермента», взятого в концентра- 

ции 10~° М и осуществляющего только эффекты сближения и ори- 

ентации, скорость реакции с участием субстратов, взятых в KOH- 

центрациях 1 М, будет на три порядка ниже скорости некатали- 
зируемой реакции. Если концентрации субстратов уменьшить до 

10-3 М, то скорость реакции, катализируемой этим ферментом, бу- 

дет еще только в 550 раз превышать скорость некатализируемой 

реакции. 

Поэтому возникает предположение о наличии трех различных 

соседних кооперативных каталитических участков вместо одного.
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Следовательно, эффект напряжения также присутствует. В этом 

случае при концентрациях фермента 10-°М и субстрата 10°? М 

эти три эффекта должны дать увеличение скорости в 10! раз. Но 

даже для гидролитических реакций, в которых вода имеет макси- 

мальную концентрацию 55,6 М, скорость увеличивается только в 

101? раз. Таким образом, сближение и ориентация, а также эффект 

напряжения, возникающий при связывании субстрата, являются 

причинами ускорения ферментативных реакций, если предполо- 

жить, что на поверхности фермента находятся три действующие ка- 

талитические группы. 

2.19. КИНЕТИКА ХИМИЧЕСКИХ РЕАКЦИЙ 
В ВОДНЫХ РАСТВОРАХ 

До настоящего момента мы обсудили, за некоторыми исключе- 

ниями, кинетику химических реакций в газовой фазе. Ферментатив- 

ные реакции протекают в растворах, содержащих воду. Поэтому 

нужно рассмотреть различия в кинетике химических реакций, проте- 

кающих в газовой и водной фазах. 

Рассмотрим реакцию между двумя ионами. Пусть радиусы ио- 

нов равны г, и Гь, е — единичный электрический заряд, Z, и 

<в — электрические заряды этих ионов. Сначала ионы бесконечно 

удалены друг от друга, в активированном состоянии расстояние 

между ними уменьшается до величины „в. Когда они находятся 

на расстоянии х друг от друга, сила взаимодействия между ними 

задается следующим уравнением: 

Е = 2 2е” / вх’ - (335) 

где € — диэлектрическая проницаемость. 

Работа по сближению этих ионов на расстояние Ах равна 

dw = - (2 2.е’/гх’)ах (336) 

Следовательно, выражение для работы, которую нужно совер- 

шить, чтобы сблизить два иона из бесконечно болышого расстояния 

до d,, (расстояния, требующегося для образования активирован- 

ного комплекса), примет следующий вид: 

“ap 2 2 2 и=- | (ZyZpe*/ex’)dx = 2, 7e°/Edap (337) 
со 

Если заряды ионов имеют одинаковый знак, то совершаемая рабо- 

та положительна, если разный — отрицательна.
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Свободная энтальпия активации этого процесса представляет со- 

бой сумму приведенных выше электростатической и неэлектроста- 

тической (н. э. с. ) составляющих. Для каждой молекулы 

AG"/N=AG,, ./N + зе" /Е4лв (338) 

Подставляя выражение (317) в уравнение (325), получаем 

К = (k,T/h)K™ [ср. уравнение (327)] 

откуда 

К = (k, T/h)exp(— AG” /RT) [cp. уравнение (328)] 

Объединив уравнения (328) и (338), получаем 

К = (К Т/Юехр(-ДАб:, . /RT)exp[ — (2 2.е”/гавкьТ)] (339) 
H. 3. С. 

Умножим обе части на 1 с и возьмем логарифмы безразмерных 

величин: 

Ink = In{(k, Т/№ехр( - AG=, ./ RT)] - (Z,2pe?/EdapkgT) (340) 
Н.Э. С. 

Ink = Inko — (2, 2pe?/ Ed, pkpT) (341) 

где Ко — константа скорости Xk в среде с диэлектрической проницае- 

мостью, равной с, в чем нетрудно убедиться, приравняв второе 

слагаемое в уравнении (341) нулю. 

Таким образом, для реакций между ионами логарифм констан- 

ты скорости линейно изменяется в зависимости от обратной вели- 

чины диэлектрической проницаемости. Наклон этой прямой линии 

равен — (Z, Zpe”/ d,,k,7T). Так как в этом уравнении известны все 

величины кроме одной, то можно рассчитать неизвестное расстоя- 

ние d,, (рис. 21). | 
Рассмотрим влияние ионной силы на реакцию 

А+вех- Sp 

(к.с) 

5 F (Ко-с) tgo=- Za 2ве? 

dag КВТ 

1,5 |- 

Рис. 21. Зависимость константы ско- 0,5 [- - 
рости от диэлектрической проница- — 

емости. 0,005 0,01 0015 Е
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Уравнение, описывающее скорость реакции, имеет вид 

=’ [X7] (342) 
В состоянии равновесия между активированным комплексом и 

реагентами 

К = a" /ayay = (Х7ИГАЛВУ (7 /fa Sp) (343) 

где а — активности, f — коэффициенты активности. (Активность 

ионов равняется концентрации при бесконечном разбавлении, а в 

более концентрированных растворах отличается от нее настолько, 

насколько поведение данного раствора отклоняется от идеального. 

Коэффициент активности указывает на степень отклонения для 

данной концентрации данного вещества от бесконечно разбавлен- 

ного раствора.) 

Из уравнения (343) следует 

[Х 1] = K[A] [BIG Л/Л”) (344) 

и, используя выражение (342), получаем 

и = К’ КМАПВ] ОЛ /Л”) (345) 

HO и = А[А] [В] также верно. Если ko = А’К, то, подставляя это ра- 

венство в уравнение (345), умножаем обе части на М-с, берем лога- 

рифм и получаем 

Igk = lgko + (Л /Л”) (346) 

Согласно теории Дебая—Хюккеля, 

lef = - ОУ (347) 

Где х — валентность 

О = N’e? (21)*”7/2,303 (ek, T)°’7 (1000) "7? (348) 

и ионная сила J определяется выражением 

1 T= 5 Dizhei (349) 
i 

(е — элементарный заряд, <; — валентность, с; — концентрация 1-го 

иона). Суммирование проводится по всем ионам, присутствующим 

в растворе. 

Подставляя выражение (347) в уравнение (346), получаем 

Igk = Igko — ОУП{:2. + 22 - (24+ Z)"] = 
= Igko + 202, 2вУГ (350)
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Рис. 22. Зависимость константы ско- 

рости от ионной силы. 

Численное значение О при 25°С для водных растворов равно при- 

близительно 0,51, следовательно, 

Igk = Igko + 1,0222. УГ (351) 

Построив график зависимости Ig(k/ko) от УГ, получаем прямую ли- 

нию, наклон которой зависит от произведения Z, 2. (рис. 22). 

Если реагирующие в растворе вещества представляют собой ди- 

поли, то, согласно Кирквуду, 

Ink = Inko + (e?/2ek, T)[(z,/1,) + (<5/ть) — 

— (2, + Zp) /г 7] + (3/4 ek, Tee Иго. + wb/rb — pe /r=) (352) 

где г — радиус диполя, ий — дипольный момент. 

2.20. ВЛИЯНИЕ ЗАМЕСТИТЕЛЕЙ НА РЕАКЦИОННУЮ 
СПОСОБНОСТЬ СОЕДИНЕНИЯ (КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ 

СООТНОШЕНИЯ МЕЖДУ СТРУКТУРОЙ И АКТИВНОСТЬЮ, 

КССА) 

Чтобы исследовать изменение реакционной способности соеди- 

нения при введении в его молекулу заместителей, можно использо- 

вать эмпирическое соотношение Гаммета: 

12 (К/К) = ae (353)
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roe Ко — константа скорости для незамещенного соединения, К — 

для замещенного, о — константа, характеризующая заместитель, 

о — константа, зависящая от типа реакции. Аналогичное уравнение 

справедливо для констант равновесия: 

12(К/Ко) = со (354) 

Константы Гаммета (0) для мета- (о) и napa-(o,) заместителей 

в ароматических соединениях различны. 

В некоторых случаях, когда уравнение Гаммета не может быть 

использовано, применяют соотношение Тафта 

Ig(k/ko) = 00 (355) 

где все обозначения Te же, что и в уравнении Гаммета, за исключе- 

нием o — константы полярного заместителя, которая служит ме- 

рой способности заместителя притягивать электроны. 

Например, если гидролизуется алифатический эфир, содержащий 

заместитель в а-положении по отношению к карбоксильной группе, 

то 

o = (1/2,5) [2 (К/К). — lg (kK/Ko) (356) 
OCH xuen! 

где нижние индексы указывают на значения, измеренные для OCHOB- 

ной и кислотной составляющих; [5 (АК / Ко) называют стерической 

константой (Ё.). 

С момента появления первоначальных соотношений были разра- 

ботаны другие параметры, позволяющие проводить исследования 

широко распространенных количественных соотношений между 

структурой и активностью (КССА) с болыней точностью и для 

большего числа случаев. 

Прежде всего константу Гаммета (о), характеризующую за- 

меститель, представили в виде суммы двух компонент: индуктив- 

ной (полярной) и резонансной (от и ов). 

KHCII 

9 =o; + OR (357) 

Была введена константа полярности 

Е = ав, + Ба, +Е (358) 

гдеаи b — постоянные, характеризующие данную группу соедине- 

НИЙ, Е — очень малая величина, так называемая ошибка. 

оо = СЕ + К (359) 

Где с — постоянная, характеризующая данную группу соединений, 

К — резонансная постоянная.
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Широко применяются параметры гидрофобности. Одним из 

наиболее широко распространенных параметров является коэффи- 

циент распределения (Р) между масляной и водной средами, и на 

сегодняшний день известны сотни соединений, биологическое дейст- 

вие которых можно описать следующей формулой: 

12 (1/с) = algP +b (360) 

где с — относительная концентрация активного компонента, аи В 

— постоянные, характеризующие вещества. По аналогии с констан- 

той Гаммета можно определить новую постоянную т: 

п = $Р -— Бо (361) 

где Po — коэффициент распределения для незамещенного соедине- 

ния, Р — для замещенного в той же системе при тех же условиях. 

Согласно соотношению Ганша, 

биологическое действие = ал + Вл” + со + dE; +e (362) 

где а, b, с, а, е — постоянные, различные для разных групп co- 

единений. 

Уравнение (362) можно также записать, используя множество 

других известных постоянных помимо 7, ви ЁЕ.. Такого типа урав- 

нения могут быть использованы при теоретической разработке ме- 

тодом «компьютерного предсказания» улучшенных фармацевтиче- 

ских препаратов, лекарств, ингибиторов ферментов и субстратов. 

2.21. КИСЛОТНО-ОСНОВНЫЙ КАТАЛИЗ 

В реакциях, протекающих в водных растворах, очень часто име- 

ет место кислотно-основный катализ. При этом роль кислоты игра- 

ет молекула, способная отдавать протон, а роль основания — веще- 

ство, связывающее протон(ы). Сама по себе вода является наи- 

более широко распространенным кислотно-основным катализато- 

ром, который в результате диссоциации. дает ионы НзО* и ОН`. 

Если эти ионы являются катализаторами, то, обозначив реагирую- 

щее вещество через 5, константы скорости реакции второго порядка 

Кн. и Кон- соответственно через Ан и Кон, получаем следующее 

выражение для скорости реакции: 

в кислой среде и = Ан [НзО* ] [$] (363) 

в щелочной среде v= Кон [ОН  ][S] (364)
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В общем виде 

и = ko[S] + Ан [НзО*] [$] + Кон ОН 7] [$] (365) 

где Ко — константа скорости некатализируемой реакции первого 

порядка. | 

Если константу скорости первого порядка всей реакции обозначить 

через А, то 

К = v/[S] = ko + Кн [НзО*] + Аон[ОН`] (366) 

Так как [НзО*ПОН”] = K,, то 

К = ko + Кн [НзО*] + ko, K,/[H307] (367) 

В 0,1 М кислоте второе слагаемое равно Кн. 10-1, а третье — 

Koy: 107°, так как К, = 10" М”. Поскольку Кон не может быть 
больше Кн в 10° раз, то третьим слагаемым можно пренебречь. В 

достаточно кислой среде второе слагаемое намного больше первого, 

поэтому 

К = k,,[H307] (368) 

Поделив обе ‘части на [НзО*], умножив на М-с и прологарифмиро- 

вав, получаем 

Igk = Igk,, + 18 [НзО*] = lgk,, — pH (369) 

так как [НзО*]° =1 М и благодаря проделанным математическим 

операциям логарифмы стали безразмерными. Следовательно, рН ра- 

вен отрицательному логарифму относительной концентрации ионов 

водорода (отнесенной к 1 М концентрации ионов водорода). 

Для достаточно кислого раствора графиком зависимости 12К от pH 

является прямая линия с наклоном — 1. 

Аналогично для щелочных растворов 

К = ko, K,/[H30~] (370) 

И после соответствующих преобразований получаем 

lek = lgkoyK, — lg[H30*] = ВНК, + pH (371) 

Следовательно, в щелочной среде график зависимости Igk oT pH 

имеет вид прямой линии с наклоном +1. 

В отдельных случаях кислотно-основного катализа существует про- 

межуточная область, в которой доминирующей оказывается константа 

скорости некатализируемой реакции Ко. В этой области К не изменяет- 

ся с изменением рН, т. е. наклон равен нулю (рис. 23).
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lg k 

Рис. 23. Зависимость константы скорости 

от рН. 

В кислотно-основном катализе, так же как и в болышинстве катали- 

тических реакций, катализатор ускоряет обратимую реакцию в обоих 

направлениях, не влияя на константу равновесия. Как и в других реак- 

циях, если скорость распада активированного комплекса, образовав- 

шегося при участии кислотно-основного катализатора, достаточно ма- 

ла для того, чтобы лимитировать скорость всей реакции, то такой 

комплекс называют аррениусовым. Если же в реакции нет такой ско- 

ростьлимитирующей стадии, то комплекс называют комплексом 

Вант-Гофофа. 

2.22. КИНЕТИЧЕСКИЙ ИЗОТОПНЫЙ МЕТОД 

В отдельных случаях могут возникнуть трудности при определе- 

нии константы скорости образования и распада промежуточного 

продукта с помощью описанных выше методов. Иногда эти мето- 

ды оказываются неподходящими для определения порядка реакции 

(или частичной реакции) или для того, чтобы понять, является ли 

данный продукт результатом простой реакции или цепи последова- 

тельных реакций. Эти трудности можно преодолеть с помощью ки- 

нетического изотопного метода. В биохимических исследованиях 

еще более широко используется метод, сочетающий в себе кинетику 

и изотопное разбавление. Проиллюстрируем это простой последо-‹ 

вательностью реакций. 

Предположим, что исходное вещество А превращается в Е в за- 

крытой системе путем ряда последовательных реакций: 

АВ ЗСЗРОЯЕ 

Скорость образования промежуточного продукта С равна v2, а его 

7-1
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распада — цз. Если экспериментально удастся определить концент- 

рацию вещества Св различные моменты времени, то получится со- 

отношение 

а[С] / 4 = v2 — v3 (372) 

Если в систему ввести небольшое количество изотопно меченного 

С (т. е. С"), то можно параллельно с химической концентрацией ве- 

щества С определять радиоактивность А и удельную радиоактив- 

НОСТЬ Г: 

r=R/[C] ` (373) 

Изменение удельной радиоактивности зависит от U2, ги [C], и явно 

не зависит от из (если можно пренебречь изотопным эффектом), 
* 

так как Си С распадаются с одинаковой скоростью. Из уравнения 

(373) следует, что 

| dR/dt = (a{C]/dt)r + (dr/dt)[C] (374) 

Обозначив скорость образования и распада изотопного соединения 

звездочкой, получим 

dR/dt = v2 — v3 [ср. уравнение (372)] 

* 

Так как вещество В не имеет метки (только С радиоактивно), то 
* 

очевидно, что U2 =0 4H 

v3 = rv; (375) 

следовательно, 
dR/dt = — rv3 (376) 

Из уравнений (376) и (374) вытекает, что 

— rv3 = (а[С]/адг+ (dr/dt)[C] (377) 

и из (377) и (372) имеем 

dr/dt = — ги / [С], v2 = — [С] (ашг/ а) (378, 379) 

Подставим последнее выражение снова в уравнение (372), получим 

v3 = — [С] (ашг/а) - d[C]/dt (380) 

Следовательно, путем параллельного определения концентрации и 

радиоактивности вещества С можно рассчитать скорость его обра- 

зования и распада. 

Если нужно определить количество вещества С, образовавшего- 

ся за определенный промежуток времени, то для начала использу-



Кинетический изотопный метод 99 

ют соотношение 

t 

[C] = | v2dt (381) 
0 

Подставив выражение (379), получим 

[С] = - | [C]dinr = 2,303 | [C]dlgr (382) 

Если можно одновременно определять концентрации и радио- 

активности веществ С и О в различные моменты времени и в 

реакционную смесь добавлено радиоактивное вещёство С”, то изме- 

нение удельной радиоактивности (см. уравнение (378)) имеет вид 

dr;/dt = — пи2/ [С] и 

В2 = г2 [О] (383) 

где А: и R2 ил и г› — соответственно полные и удельные значения 

радиоактивности веществ С и О). 

Продифференцировав равенство (383), получим уравнение, соот- 

ветствующее уравнению (374): 

AR2/ А = r2(d[D]/dt) + [D](dr2/dt) (384) 

и из уравнения (372) следует, что 

dR2/dt = v3 — v4 = гв — га (385) 

Из уравнений (384) и (385) 

Г2 (из — v4) + [D] (dr2/ ай = газ — га (386) 

Следовательно, 

dr2/ dt = (г1 — r2)v3/[D] (387) 

Если наряду с С” в реакционную смесь ввести небольшое количе- 

ство нерадиоактивного вещества О, то в момент времени f = 0 со- 

хранится г> = 0 при условии, что промежуточный продукт в процес- 

се превращения С -+Р нестабилен. С течением времени г> будет уве- 

личиваться и пройдет через максимум, в котором 472 / АЕ = 0. Если 

Г тах — Точка на кривой г! = f(t) (рис. 24), то в этой точке 

Га = 72 (388) 

Согласно уравнению (387), это означает, что вещество О образуе- 

TCA непосредственно из С. Если rimax лежит ниже кривой г! = /(р
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WN) Рис. 24. Изменение удельной радиоактивности в 
` зависимости от времени. г! — для исходного веще- 

Sew)! ства; г› — для промежуточного продукта, образу- 
ющегося непосредственно из исходного вещества; 

Г ry — для промежуточного продукта, образующе- 
Г) гося частично из исходного вещества, а частично 

t из нерадиоактивного предшственника. 

(рис. 24), то это означает, что вещество О лишь частично образует- 

ся из С, а частично — из другого нерадиоактивного предшест- 

венника. 

Если скорость образования вещества D из нерадиоактивного 

предшественника равна и’, то в точке 7? тах 

м/г = (v3 + v’)/ 03 (389) 

Если максимум функции 12’, представляющей временную зависи- 

мость удельной активности вещества О, лежит выше кривой Г! 

(рис. 24), то разумно предположить, что между С и О образуется 

промежуточный продукт. На основании приведенных выше матема- 

тических выкладок такой временной ход кривой г> указывает на Cy- 

ществование промежуточного комплекса, удельная активность ко- 

торого изменяется в соответсивии с ri. | 
Если в последовательности реакций присутствует обратимая 

стадия, то нужно рассматривать такую последовательность 

реакций: 

U UV UV UV 

АЗВ-С & Р-ЗЕ 
0-3 

Как и раныше, предположим, что удельная активность вещества С 

равняется г!, вещества D после добавления С” — г. Изменения зна- 

чений [С], [О], г! и r2 в зависимости от времени можно определить 

способом, аналогичным изложенному выше. Принимая во внима- 

ние уравнения (378) и (387), получаем 

ат / 4 = — 21 / [С] + v-3(r2 — r1)/[C] = 

= [v_3r2 — (v2 + V-3)r]/[C] (390) 

dr2/adat = из (Г1 — r2)/[D] (391)
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d[C]/dt = v2 + v-3 — U4 (392) 

d([D]/dt = v3 — v-3—-— ™% (393) 

Таким образом, для определения четырех неизвестных величин 

(v2, U3, U-3, 14) имеется четыре: независимых уравнения. 

Кинетический изотопный метод можно также использовать для 

определения порядка реакции 1) по исходным веществам, 2) по про- 

межуточному продукту, если его можно радиоактивно пометить, и 

3) если метку имеет предшественник. 

2.22.1. Определение порядка реакции по уменьшению концентрации 

исходного вещества. Порядок расходования вещества А, т. е. част- 

ный порядок по A, согласно уравнению (109), записывается следую- 

щим образом: 

— а[А] / а! = k[A]’ (394) 

Рассмотрим уравнение (373) 

Ка = Га[А] (395) 
* ‚ 

Если в систему ввести А , то временная зависимость г останется 

неизменной (если можно пренебречь изотопным эффектом), так как 

А — исходное вещество. Умножим обе части равенства (394) Ha га 

— ra(d[A]/dt) = kra[A]" = kra[A][A]"~' (396) 

Продифференцируем уравнение (395) (г. — величина постоянная!): 

dR,/dt = ra(d[A]/dt (397) 

Объединим уравнения (395) — (397): 

— dR,/dt = kR,[A]"~' (398) 

Отсюда 

— dinR,/dt = k[A]"~' (399) 

Если — dinR,/dt = const, To [A]"~' = [A]®, т. е. пл = 1. Приведен- 
ный в этой главе метод можно использовать только в том случае, 

когда А является исходным веществом, т. е. его концентрация мо- 

жет только уменьшаться. 

2.22.2. Определение порядка уменьшения концентрации промежу- 

точного продукта путем введения в него радиоактивной метки. Ес- 

ли порядок уменыпения концентрации вещества С равен п, то по



102 2. Химическая кинетика 

аналогии с уравнением (380) можно записать 

из = — [C](dInr,/dt) — d[C]/dt = k[C]" (400) 

Умножим обе части Ha т: 

— [C](dri/ dt) — ri(d[C]/adt) = Кг [С] (401) 

Приняв во внимание равенства (395) — (397), получим 

— dR;/dt = kR,{C]"~! (402) 

И 

— dinR;/dt = К[С]"`! (403) 

Уравнение (403) по форме аналогично уравнению (399) и не может 

быть применено к стационарному состоянию, т. е. когда U2 = U3. 

2.22.3. Определение порядка реакции путем введения меченого пред- 

шественника. Введя в систему С” и рассмотрев уравнение (387), 

получим | 
va = [ОИ (и: — 72) (dr2/dt) - АФИ at (404) 

Если частный порядок уменьшения концентрации вещества О равен 

п, то 

[О] И(/! - r2)](dr2/ dt) — d[D]/dt = КО] (405) 

Перегруппировав, получим 

[1/(r1 — 72) [(dr2/ ай [5] + 

+ (d[D]/dt)r2 — (d[D]/dt)rn] = КО)" (406) 

Умножим последнее равенство на г› с учетом уравнений (373) и 

(374) 

[r2/(r1 — r2)][dR2/dt — (a[D]/dt)ri] = kR2[D]"~’ (407) 

и перегруппируем 

[1/(r1 — r2)] [dln R2/dt)r, — (ат[0]/адг = k[D]"~! (408) 

Таким образом, если возможно определить концентрацию и pa- 

диоактивность данного вещества в различные моменты времени, 

то, используя соответствующие соотношения, можно определить 

скорость образования и распада, полное количество вещества, обра- 

зовавшегося к данному моменту времени, частный порядок превра- 

щения как исходного, так и промежуточных веществ и т. д. Эти 

преимущества и лежат в основе возрастающего интереса к кинети- 

ческому изотопному методу в биохимических исследованиях.
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2.23. КОМПАРТМЕНТНЫЙ АНАЛИЗ 

Биохимические системы, клеточные органеллы (ядро, митохон- 

дрия и др.), сама клетка, различные ткани и органы нельзя считать 

гомогенными системами. Они разнородны и по морфологии, и по 

динамике. Компартменты играют важную роль в разграничении 

метаболических процессов в пространстве и обеспечении относи- 

тельно безотходного промежуточного метаболизма. Эти факты 

указывают на возможность использования метода определения чис- 

ла компартментов, входящих в состав одной морфологической или 

функциональной единицы, относительно вещества или процесса и 

определения скорости переноса или превращения вещества между 

компартментами или внутри них. Такого рода информация может 

быть получена с помощью компартментного анализа, в основе ко- 

торого лежит кинетический изотопный метод для компартментных 

систем в состоянии устойчивого динамического равновесия. 

В общем виде компартментный анализ применим только для 

систем в стационарном состоянии. 

Рассмотрим два случая, когда компартментная структура систе- 

мы 1) известна, 2) неизвестна. 

В первом случае мы знаем число компартментов системы, их 

относительные объемы, поток вещества и соответствующие хими- 

ческие реакции, протекающие между компартментами и внутри 

них. При этом нужно определить скорость и константы скорости 

потока и химической реакции. 

Условие устойчивого динамического равновесия системы означа- 

ет, что количество вещества остается неизменным во всех компарт- 

ментах во всем рассматриваемом промежутке времени. На основа- 

нии этого можно записать 

п п 

de;/dt= >> vi -— >) vy (409) 
j=0 j=0 
п п 

dRi/dt = >) ия - > (410) 
j=0 j=0 

roe i= 1, 2, ... п, Cj — концентрация в i-M KOMMapTMeHTe, К; — pa- 

диоактивность I-rO компартмента, и; — скорость переноса веще- 

ства из [1-го в /-й компартмент (независимо от того, осуществляется 

ли он за счет процессов транспорта или путем химических реакций), 

г, и гг — удельные радиоактивности 1-го и /-го компартментов. 

Записав уравнения, аналогичные (409) и (410), для всех компарт- 

ментов и решив их относительно и для стационарного состояния
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(ас/ а! = 0), можно определить скорости процессов, протекающих 

в компартментных системах. При dc;/dt = 0 из уравнения (409) сле- 

дует, что 

р ип = > Vij (=1, 2, ... п) (411) 

и, Tak как В; = Ciri, то 

ci(dri/dt) = У vari -— >> vyri (412) 
j=0 1=0 

Сравнение исходного предположения о стационарном состоянии с 

уравнениями (409)—(411) показывает, что для всех р J Vij = Vji 

и vj = const, и, следовательно, уравнение (412) — это линейное 

дифференциальное уравнение с известным решением: 

k 

ri) = У, ay(texp(b10) (413) as 

где ajj(f) — постоянная величина (или полином OT В, бу — собствен- 

ное значение коэффициента матрицы (см. приложение, разд. 3.14.1). 

Во втором случае, когда компартментная структура неизвестна, 

уравнение, наилучшим образом описывающее экспериментально из- 

меренные концентрацию и радиоактивность данного вещества, 

можно получить методом компьютерного моделирования. Это 

уравнение представляет собой сумму экспонент. Число экспоненци- 

альных членов равняется числу компартментов. Размеры компарт- 

ментов, а также константы скорости внутри- и межкомпартмент- 

ных реакций входят в предэкспоненциальные множители и в показа- 

тели степени. 

Полученное таким способом число компартментов является ми- 

нимальным числом, которое может коррелировать с результатами 

эксперимента. Каждый компартмент может содержать в себе один 

или большее число субкомпартментов, но их невозможно разделить 

при данных условиях эксперимента. | 

При анализе компартментных систем, находящихся в неустойчи- 

вом состоянии, можно получить лишь незначительную информа- 

цию. Можно определить скорости для двух или трех компартмен- 

тов при условии, что в системе протекает не более 2n реакций 

(п — число компартментов) со скоростями больше нуля. В общем 

случае при анализе компартментных систем, находящихся в не- 

устойчивом состоянии имеется п — 1 независимых уравнений для 

нахождения (5) = n(n — 1)/2 неизвестных.
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Рис. 25. Линейная, насыщаемая и регулируемая компартментные системы. а — ли- 

нейная двухкомпартментная система; 6 — линейная четырехкомпартментная систе- 

ма; в и г— нелинейные двухкомпартментные системы; O — регулируемая 

трехкомпартментная система. 

Наиболее широко известны линейные системы, состоящие из 

двух или более компартментов (рис. 25, а, 6), нелинейные насьица- 

емые компартментные системы (рис. 25, в, г) и регулируемые 

компартменты (рис. 25, 0). Анализ таких систем и определение их 

кинетических параметров важны не только для энзимологии и во- 

обще биохимии, но они играют большую роль в фармакокинети- 

ческих исследованиях, а также при их практическом использовании. 

Рассмотрим линейную трехкомпартментную систему (рис. 26). 

Добавим к первому компартменту известное количество вещества 

и измерим его концентрацию у! в TOM же месте. Тогда 

ax, (t)/dt = — (К21 + k31 + Ко1)х1 (В + К!2х2 (1) + 

+ К1зхз (0) + и (0 (414)
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Puc. 26. Трехкомпартментная система. 

dx2(t)/dt = Ка (0) — К!2х2 (1) (415) 

Ахз (1) /АЕЁ = Кз1х1 (0) — (Каз + Коз)Хз (1) (416) 

yd = х1 (0 / Г! (417) 

x1(0) = 0, х>(0) = 0, хз(0) =0, Ки, Кза, Кол, К!2, Каз, Коз, Vi 2O 

где х;(1) — количество О в I-M компартменте, и! (1) пропорциональ- 

но D6(t), где 6(t) — дельта-функция Дирака (см. приложение, разд. 

3.14.5), V; — относительный объем первого компартмента, А; — 

параметры скоростей транспорта (в приведенном выше примере 

для транспорта вещества из /-го в 2-й компартмент). 

Для насыщаемой компартментной системы, изображенной на 

рис. 25,6 

dx,(t)/dt = — [Ко + Vin/(Km + хх © + 20 + Ш (418) 

dX2(t)/dt = [Vm/(Km + х1 (0) х1 (0) — К12х2 (1) (419) 

W(t) = м/и! (420) 

Х1 (0) = 0, х2(0) = 0, Ко, Vm, Ам, К12, Vi 20 

где Vm — максимальная скорость, Км — константа Михаэлиса (см. 

разд. 3.1.2). 

Система дифференциальных уравнений, описывающая любую из 

таких компартментных систем, может быть получена аналогичным 

образом. | 
Как уже говорилось выше, эти случаи можно классифицировать 

как случаи, позволяющие идентифицировать тип системы, но не ее 

параметры. Это означает, что сравнивая экспериментальные дан- 

ные с теоретической моделью, можно получить наиболее вероят- 

ную компартментную систему, но из-за слишком большого числа 

неизвестных и недостаточного количества независимых уравнений 

нельзя определить значения индивидуальных констант.
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2.24. КОЛЕБАТЕЛЬНЫЕ ХИМИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ 

Термодинамика необратимых реакций делает возможным воз- 

никновение колебательных реакций в открытых системах, находя- 

щихся в стационарном состоянии. Это — случай, когда концентра- 

ции веществ не претерпевают монотонного уменьшения или увели- 

чения с течением времени. Концентрации (или любой другой 

параметр, пропорциональный концентрации и измеренный любым 

методом), попеременно то уменьшаются, то увеличиваются. Если 

амплитуда увеличения и уменышения в течение определенного вре- 

мени остается практически неизменной, то колебания называются 

незатухающими, а если амплитуда уменьшается, то колебания за- 

тухающие. Непременным условием колебательных реакций служит 

наличие множества обратных связей в системе, причем стехиомет- 

рия определенных обратных связей должна быть больше единицы. 

Для существования колебаний в таком случае система должна 

быть нестабильной. Рассмотрим критерии стабильности системы. 

Пусть химическая или физическая система описывается следую- 

щей системой дифференциальных уравнений: 

Xi = Е би, X2, ..., Xn), г=|,..., П (421) 

Согласно Ляпунову, состояние x? стабильно (когда все Ff; = 0), 

если любое решение U(t) уравнения (421) (т. е. каждая функция 

x; = Ц! (®, удовлетворяющая уравнению (421) при данных началь- 

ных и граничных условиях), которое близко к значению x? в момент 

времени fo, остается таким же при [> fo. Точнее говоря, если для 

данного € > 0 и fo существует такая окрестность 7(é, fo), что для 

каждого U;,(t), где ОК) — xl <7, выполняется неравенство 
100) — x°l < = при t > fo, TO х стабильно. x} асимптотически ста- 
бильно, если lim |U;(t) — x?l = 0. 

{>< . 

Если имеется положительная определенная функция х^, удовлет- 

воряющая неравенству 

х <0 (422) 

для всех значений [, то уравнение (421) либо стабильно (< 0), либо 

асимптотически стабильно (< 0). Выполнение неравенства (422), 

или функции Ляпунова, является необходимым, но не достаточным 

условием стабильности. 
Если имеется независимое дифференциальное уравнение (т. е. 

уравнение, в правой части которого время не является явной пере- 
менной); то возможно стационарное состояние по {x;}, причем
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условие линейной стабильности формулируется следующим обра- 

зом: для любого малого (дх;) изменения переменной х; величина 

(lax; | /x? < 1) будет уменьшаться при [-? с по сравнению CO стаци- 

онарным состоянием. Вблизи x? отклик на произвольное отклоне- 

ние {0x?} равен 

п 

daxi/dt = >} мидх; (423) 
i=] 

где aj = (0F;/0xX;)0 относится к стационарному состоянию. Решение 

уравнения (423) дает 

ax; = axfexp(wi) (424) 

называемое нормальным решением. Собственное значение 

w= Ww, + 1, содержит отрицательный действительный член Wie 

Это решение справедливо, если инвариантное относительно време- 

ни уравнение 

0 (Л 

1 (Л 

соответствует условию w, < 0. Явная форма данного уравнения яв- 

ляется необходимым и достаточным условием (условием Гурви- 

ya—Payma) стабильности стационарного состояния по {x?} в опре- 

делении Ляпунова. 

Такой метод линейного анализа не дает никакой информации об 

амплитуде колебаний. Рассмотрим химическую реакцию 

|129; — ail = 0, auf (425) 

A+ X#2X 

X+E2C 

С=Е+ В 

где А и В — начальное и конечное вещества; их концентрации оста- 

ются неизменными (в открытой системе), следовательно, 

Е + С = const. Построив график зависимости стационарного значе- 

ния концентраций Х от А при постоянном В, находим, что суще- 

ствует такое значение А, которому можно приписать три устойчи- 

вых состояния (рис. 27). Анализ линейной стабильности показыва- 

ет, что от A=O0 до Ри от Р’ до Ao наблюдается область 

стабильности, а между Ри Р’ система нестабильна. 

Наиболее хорошо исследована колебательная химическая систе- 

ма, включающая малоновую кислоту, Ce** /Ce?* и борат-ион. 

Протекающая в ней реакция и колебания представлены на рис. 28.
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Рис. 27. Стационарная концентрация —_ 

компонентов химической реакции для 

нестабильных систем. А 

Ce**+ /Се?* представляет собой окислительно-восстановитель- 

ную систему, потенциал которой периодически изменяется с измене- 

ниями концентраций окисленной и восстановленной форм. Соглас- 

но уравнению Нернста, этот редокс-потенциал зависит от стандарт- 

ного потенциала, а также от соотношения концентраций 

окисленной и восстановленной форм данного соединения. 

E;, = Eo + (2,303 ЮТ/пЕ)15 (акцептор электронов]/[донор электронов]) (426) 

где Ро — стандартный редокс-потенциал, ЕЁ» — действительный 

электродный потенциал, п — число переносимых электронов, АР — 

число Фарадея (96406 Дж/В). 

Если [акцептор электронов] = [донор электронов], то EL, = Во 

Ед также называют средним потенциалом, так как OT соответству- 

ет точке перегиба на сигмоидной кривой зависимости изменения по- 

тенциала от концентрации окисленной (или восстановленной) фор- 

мы вещества. Исходя из значений стандартных редокс-потенциалов 

различных окислительно-восстановительных систем, можно пред- 

сказывать направление переноса электронов между двумя окисли- 

тельно-восстановительными парами. Следовательно, существует 

= Малоновая -»~—«Ce*he.—» Бромирован- 
S кислота ный продукт 
= . 

= 

; Продукт «de Се3—^—<- Br0; 

Рис. 28. Колебательная химическая реакция.
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прямая связь между изменениями стандартного редокс-потенциала 

и свободной энергией 

AE§ = AG°/nF (427) 

Колебательные реакции в живых клетках и их экстрактах всегда 

включают окислительно-восстановительную компоненту. 

В живых клетках процессы метаболизма (будучи намного более 

сложными, чем уже описанные химические системы) имеют колеба- 

тельный характер. Один из примеров может служить гликолиз со 

множеством отрицательных и положительных обратных связей, 

протекающий по колебательному механизму in Vivo и In Vitro. 

‚ Колебательные реакции, возможно, играют важную роль в регу- 

ляции концентраций промежуточных продуктов метаболизма, а 

также в управлении периодическими процессами в живых организ- 

мах («биологических часах»). 

ЛИТЕРАТУРА 

Обзоры 

Banford С. Н., Tipper С. ЕН. (eds.): Chemical Kinetics, у. 2. The Theory of Kinetics. 

Elsevier Publ. Comp., Amsterdam, New York, London, 1969. 

Benson S. W. The Foundation of Chemical Kinetics. McGraw-Hill Book Comp. Inc., 

New York, Toronto, London, 1960. 

Benson S. W. Thermochemical Kinetics. J. Wiley and Sons, Inc. New York, London, 

Sidney, 1968. 

Bray Н. С., White К. Kinetics and Thermodynamics in Biochemistry. J. and A. Chur- 

chill Ltd., London, 1957. 

Capellos C., Bielski В. Н. J. Kinetic Systems. Mathematical Description of Chemical 
Kinetics in Solution. Wiley Interscience, New York, London, Sydney, Toronto, 1972. 

Chance В, Pye Е. K., Gosh A. К., Hess В. (eds): Biological and Biochemical Oscilla- 

tors. Academic Press, New York, London, 1973. 

Cornish-Bowden A. Basic Mathematics for Biochemists. Chapman and Hall, London, 

New York, 1981. 
Czerlinski (С. H. Chemical Relaxation. М. Dekker Inc. New York, 1966. 

Erdey-Gruz Т., Schay С. Theoretical Physical Chemistry, у. II. Tankényvkiad6, Buda- 

pest, 1954 (in Hung.). . 

Hansch С., Leo A. Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and 

Biology. J. Wiley and Sons, New York, Chichester, Brisbane, Toronto, 1979. 

Jencks W. P. Catalysis in Chemistry and Enzymology. McGraw-Hill Book Comp. New 

York, St. Louis, San Francisco, London, Sydney, Toronto, Mexico, Panama, 1969. 

Laidler К. 7. Reaction Kinetics, v. 1 and 2. Pergamon Press, Oxford, London, New 

York, Paris, 1963. 

Laidler К. J. Theories of Chemical Reaction Rates. McGraw-Hill Book Comp., New 

York, St. Louis, San Francisco, London, Sydney, Toronto, Mexico, Panama, 1969. 

Nejman М. В, Gal D. Kinetic Isotope Method and its Applications. Akadémiai Kiado, 

Budapest, 1967 (in Hung). |



Колебательные химические реакции 111 

Nicolis С., Lefever К. (eds.): Membranes, Dissipative Structures, and Evolution. Adv. 

Chem. Phys. XXIX. J. Wiley and Sons, New York, London, Sidney, Toronto, 1975. 

Rodiquin N.M., Rodiquina Е. М. Consequtive Chemical Reactions. Mathematical 

Analysis and Development. Van Nostrand Co., Inc., New Jersey, 1969. 

Szabo Z. Kinetic Characterization of Complex Reaction Systems. In: С. H. Bamford, 

C. F. H. Tipper (eds): Comprehensive Chemical Kinetics, у. 2. The Theory of Kinetics, р. 1. 
Elsevier Publ. Comp. Amsterdam, London, New York, 1969. 

Szemjonov N. N. Some Problems of Chemical Kinetics and Reactivity. Akademiai 

Kiad6, Budapest, 1961 (in Hung). 

Другие работы 

Keleti Т. Errors in the Evaluation of Arrhenius and van’t Hoff plots. Biochem. J., 
277—280, 1983. | 

Spencer Л. М. АС and @G/dé. J. Chem. Educ., 51, 577—579 (1974). 

Дополнительная литература“ 

Жаботинский А. М. Концентрационные автоколебания. — М.: Наука, 1974. 

Кринский В. И., Михайлов А. С. Автоволны. — М.: Знание, 1984. 

Соловьев В. Н., Фирсов А. A., Филов В. А. Фармакокинетика. — М.: Медицина, 

1980. 
Холодов Л. Е., Яковлев В. П. Клиническая фармакокинетика, — М.: Медицина, 

1985. 
Krinsky И. I. (ed.) Self-organization. Autowaves and structures far Нот equilibrium. 

Springer-Verlag, Berlin, 1984. 

Tyson J. J. The Belousov-Zhabotinskii reaction. Springer-Verlag, Berlin, 1976. 

* a 

Список составлен редактором перевода Б. И. Кургановым.



3. ФЕРМЕНТАТИВНАЯ КИНЕТИКА 

Берцелиус в 1835 г. впервые предположил, что реакции живого 

организма осуществляются благодаря новой силе, которую он на- 

звал «каталитической». Эту идею он обосновал главным образом 

экспериментальным наблюдением: диастаза из картофеля гидроли- 

зует крахмал быстрее, чем серная кислота. Уже в 1878 г. Куне на- 

звал вещество, обладающее каталитической силой в живом 

организме, ферментом. 

Предварительные эксперименты по изучению кинетики фермен- 

тативных реакций показали, что скорость реакции Е + 5 >Е +Р, 

вопреки теоретическим ожиданиям, не зависит от концентрации 

фермента (Е) и субстрата ($5) таким образом, как в случае обычной 

реакции второго порядка. 

Самая ранняя попытка математически описать ферментативные 

реакции была предпринята Дюкло в 1898 г. Браун и независимо от 

него Анри впервые выдвинули гипотезу об образовании в ходе ре- 

акции фермент-субстратного комплекса. Затем это предположение 

подтвердили три экспериментальных факта: а) папаин образовывал 

нерастворимое соединение с фибрином (Вюртц, 1880); 6) субстрат 

инвертазы сахароза могла защищать фермент от тепловой денату- 

рации (О’Салливан и Томпсон, 1890); в) было показано, что фермен- 

ты являются стереохимически специфическими катализаторами 

(Фишер, 1898—1899). 

В 1913 г. Михаэлис и Ментен опубликовали свою теорию общего 

механизма ферментативных реакций: Е +5 => ES — Е +Р 
-1 

Они ввели понятие максимальной скорости и показали, что кривая 

насыщения (т. е. зависимость скорости реакции от концентрации 

субстрата) является равнобочной гиперболой. Они доказали, что 

максимально наблюдаемая скорость есть одна из асимптот к кри- 

вой, а отрезок, отсекаемый на оси абсцисс (в области ее отрица- 

тельных значений) второй асимптотой, т. е. константа в уравнении 

скорости, равен по абсолютному значению концентрации субстра- 

Ta, необходимой для достижения половины максимальной 

скорости.
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3.1. КИНЕТИКА МИХАЭЛИСА — МЕНТЕН 

Михаэлис и Ментен предположили, что скорость реакции опре- 

деляется распадом комплекса ES, т. е. константой k2. Это возможно 

только при условии, что kz — наименышная из констант скорости. 

В этом случае равновесие между фермент-субстратным комплек- 

сом, свободным ферментом и субстратом устанавливается быстро 

по сравнению со скоростью реакции (быстро устанавливающееся 

равновесие). 

Начальную скорость реакции можно выразить следующей 

формулой: 

Vo = k2[ES] (428) 

Поскольку константа диссоциации фермент-субстратного комплекса 

равна 

Ks = [E][S]/[ES] = К-1/А! (429) 

то концентрацию свободного фермента можно выразить как 

[Е] = Ks[ES]/[S] (430) 

Общая концентрация фермента в реакционной смеси определяется 

формулой 

[Е т = [Е] + [ES] = Ks[ES]/[S] + [ES] (431) 

Реакция достигает максимальной скорости, когда концентрация 
субстрата достаточно высока, чтобы все молекулы фермента нахо- 
дились в виде комплекса ES (бесконечно большой избыток субстра- 

та). Отношение начальной скорости к теоретически возможной 
максимальной скорости равно отношению [ES] к [Е]т: 

Vo/ Vmax = [Е$]/[Е]т = [ES]/(Ks [ES]/[S] + [ES]) = 1/(Ks + [$] + 1) (432) 

Vo = Vinax[S]/(Ks + [S]) (433) 

Это классическое уравнение Михаэлиса и Ментен, которое co 

времени его публикации в 1913 г. стало фундаментальным принци- 

пом всех кинетических исследований ферментов в течение десятиле- 

тий и с некоторыми ограничениями осталось таким до сих пор. 

Формально оно соответствует изотерме Ленгмюра (333), показы- 

вая, что фермент действует как гетерогенный катализатор. 

Позднее было показано, что оригинальное уравнение Михаэли- 

са — Ментен предполагало наличие нескольких ограничений. Оно 

справедливо, т. е. правильно описывает кинетику реакции, катали- 

зируемой данным ферментом, только при условии выполнения всех 

|
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следующих ограничительных условий: а) образуется кинетически 

устойчивый фермент-субстратный комплекс; 6) определяемая с по- 

мощью уравнения (433) константа Ks является константой диссоци- 

ации фермент-субстратного комплекса: это справедливо, только 

если kz < k_1; в) концентрация субстрата не меняется в ходе реак- 

ции, т. е. концентрация свободного субстрата равна его начальной 

концентрации; г) продукт реакции быстро отщепляется от фермен- 

та, т. е. не образуется кинетически значимого количества ЕР-ком- 

плекса; д) вторая стадия реакции необратима; точнее говоря, мы 

принимаем во внимание только начальную скорость, когда обрат- 

ной реакцией (из-за фактического отсутствия продукта) еще можно 

пренебречь”; е) с каждым активным центром фермента связывается 

только одна молекула субстрата; ж) для всех реагирующих веществ 

вместо активностей можно использовать их концентрации. 

Проанализируем все ограничения одно за другим, чтобы убе- 

диться в справедливости первоначального уравнения Михаэлиса — 

Ментен, а также тех кинетических соотношений, которые возника- 

ют, когда некоторые из этих ограничений не выполняются. 

3.1.1. Образование кинетически устойчивого фермент-субстратного 

комплекса. К настоящему времени имеются сотни эксперименталь- 

но проверенных примеров, демонстрирующих образование кинети- 

чески устойчивых фермент-субстратных комплесов в ходе фермен- 

тативной реакции. 

Однако следует отметить, что выдвигались также теории, не 

включающие образование в реакции фермент-субстратного ком- 

плекса. Одна из них предполагает, что фермент увеличивает энер- 

гию молекул субстрата с помощью каких-либо телекинетических 

взаимодействий (электростатическое притяжение или отталкивание, 

электромагнитное излучение и т. д.). Если молекула субстрата до- 

стигает энергии выше определенного уровня, она может вступать 

в реакцию или разрушаться с образованием продуктов. Скорость 

реакции пропорциональна количеству таких высокоэнергетических 

молекул. Считается, что фермент передает энергию субстрату при 

упругих, а с точки зрения других авторов, при неупругих столкнове- 

ниях. Эти телекинетические теории с научной точки зрения были 

убедительно опровергнуты многими исследователями. Несмотря на 

то что были составлены кинетические уравнения для реакций, когда 

фермент отделен от субстрата растворителем (т. е. может происхо- 

* Определение начальной скорости см. в приложении, разд. 3.14.3.
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дить телекинез), такие теоретические построения до сих пор не на- 

шли экспериментального подтверждения. ‘`Это означает, что 

образование устойчивого фермент-субстратного комплекса обяза- 

тельно происходит во всех известных ферментативных реакциях. 

Поэтому первое условие, определяющее справедливость кинетики 

Михаэлиса — Ментен, можно считать обязательным для всех из- 

вестных случаев. 

Что касается механизма образования фермент-субстратного ком- 

плекса, TO для него можно рассмотреть несколько теоретических 

моделей и, действительно, механизмы образования могут быть раз- 

личными для разных ферментов. Известны многочисленные реак- 

ции, в которых образование фермент-субстратного комплекса 

регулируется только скоростью диффузии субстрата (субстратов) к 

поверхности фермента. В этих случаях связывание фермента с суб- 

стратом можно в основном объяснить простой адсорбцией. 

Однако на основе термодинамических расчетов можно доказать, 

что в других случаях, например при образовании комплекса фер- 

мент-ингибитор, связывание описывается законами, справедливыми 

для процессов экстракции. Образование комплекса происходит бла- 

годаря создаваемому ферментом для ингибитора гидрофобному 

окружению, в котором ингибитор может существовать на более 

низком уровне энергии. В этих случаях можно установить колич- 

ственное соотношение между скоростью образования комплекса и 

растворимостью. 

Во всяком случае одна или несколько боковых цепей фермента, 

как правило, активно участвуют в образовании комплекса с суб- 

стратом за счет ионных, гидрофобных или ковалентных связей. 

Независимо от типа и способа образования связи при появлении 

фермент-субстратного комплекса скорость уменьшения концентра- 

ции субстрата в процессе реакции увеличивается. Увеличение ско- 

рости может быть просто следствием роста числа эффективных 

столкновений фермента и субстрата из-за большей плотности суб- 

страта на поверхности молекулы фермента. В других случаях обра- 

зование комплекса, возможно, приводит к уменыцению энергии 

активации, если дипольный момент фермент-субстратного комплек- 

са увеличивается по сравнению с дипольным моментом смеси сво- 

бодного фермента и свободного субстрата. Уменьшение энергии 

активации может также быть следствием смещения электронов, 

вызванного образованием комплекса с переносом заряда, либо из- 

менением электронной плотности субстрата, либо электронной про- 

водимости из-за проявления белками гипотетических полупроводни- 

КОВЫХ СВОЙСТВ. ~ —
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Однако независимо от механизма образования фермент- 

субстратного комплекса и способа активации субстрата в комплек- 

се, первое условие, определяющее правильность кинетики Михаэли- 

са — Ментен, следует считать во всех случаях безусловно верным. 

Это утвержедение означает, что в ходе ферментативной реакции об- 

разуется тот или иной тип фермент-субстратного комплекса и ско- 

рость реакции в этом простом случае зависит от концентрации 

этого комплекса. 

3.1.2. Природа константы K в уравнении. Второй постулат форму- 

лирует, что константа Ks в уравнении (433) является константой 

диссоциации фермент-субстратного комплекса. 

Бриггс и Холдейн в 1925 г. доказали, что исходное уравнение 

Михаэлиса — Ментен справедливо только при А> < К-1, т. е. когда 

равновесие элементарной стадии E + S = ES устанавливается очень 

быстро по сравнению со скоростью следующей стадии. Поэтому 

такие кинетические механизмы (подчиняющиеся начальному усло- 

вию Михаэлиса — Ментен и имеющие одну медленную элементар- 

ную стадию, относительно которой равновесия во всех других 

элементарных стадиях устанавливаются быстро) называются удов- 

летворяющими предположению о «быстром равновесии». Если, 

однако, А› по порядку величины сравнима с К-1!, изменение кон- 

центрации фермент-субстратного комплекса во времени можно вы- 

разить следующим дифференциальным уравнением: 

a[ES)/dt = КЦЕ][$] — К- ЦЕ$] — k2[ES] (434) 

Так как мы рассматриваем начальную скорость реакции, т. е. 

момент, когда обратная реакция еще не происходит, а предстацио- 

нарная стадия (см. разд. 3.1.5) уже прошла, то вследствие избытка 

субстрата количество образовавшегося фермент-субстратного ком- 

плекса равно количеству распавшегося (принцип стационарности, 

или кинетика Бриггса и Холдейна, или принцип Боденштейна в XH- 

мической кинетике) и справедливо, что 

a(ES)/adt = (435) 

Подставив это в дифференциальное уравнение (434), получим выра- 

жение для концентрации свободного фермента: 

[Е] = (K-1 + k2)[ES]/A,[S] (436) 
Vo = А2[Е$] (по уравнению (428)) 

[Е]т = [Е] + [ES] = ((K-1 + А2)/ $] + 1][ES] = 
= (К, + ko + ki[S])/k[SJ[ES] (437)
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[ES] = А ИЕ} -1 + № + $] (438) 
Подставив (438) в (428), получим 

Vo = АА2[5][Е]т/(К-1 + А + КЦ5]) = 

= ke[S][E}1/[(K-1 + k2)/k1 + [$] (439) 

В этом случае 

Vmax = Ю2[Е]т (428a) 

и равняется максимальной скорости, полученной по уравнению Mxu- 

хаэлиса — Ментен. Тем не менее константа в знаменателе уравне- 

ния Михаэлиса — Menten (439)—не Ks, т.е. не константа 

диссоциации фермент-субстратного комплекса, а так называемая 

константа Михаэлиса: 

Км = (К! + k2)/ky (429a) 

Км равно Ks только, если kp < k- 1. 

В случае kK_1 < А> константа в знаменателе уравнения скорости 

выражается формулой 

Ky = А/К! (4296) 

и называется, согласно Ван Слайку, кинетической константой. 

Уравнение (438) можно также получить из (434) без предположе- 

ния (435). Подставив значение [Е] = [Е]т — [ES] из (431) в (434), по- 

сле преобразования получим 

[ES] = (Ai [S][E]r - d[ES]/dt)/(ki[S] + К- 1 + ke) (438a) 

Для Toro чтобы из этого уравнения получить уравнение стационар- 

ного состояния (438), не обязательно должно быть G[ES]/dt = 0. 

Достаточно, чтобы выполнялось неравенство G[ES]/dt < А ($ [Е]т. 

Этим объясняется, почему можно достичь хорошего приближения 

в течение длительного времени при использовании принципа стаци- 

онарности. 

Дифференцируем (438): 

ЧЕЗ]Иа = [ki(k-1 + [Е] т/ [$] + К-1 + №)" (4[$]/а) — (4386) 

Это выражение, очевидно, не равно 0. 

Природа компонентов реакции не определяет целиком смысла 

константы К в уравнении. При изменении условий реакции значение 

К также может измениться. Так, например, в случае пероксидазы 

при высокой концентрации донора протонов эта константа является 

кинетической константой Ay. При уменьшении концентрации доно-
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ра протонов константа превращается в константу Михаэлиса Ам, 

а при очень низких уровнях донора протонов получаем константу 

диссоциации Ks. 

Так, при таком простом механизме реакции уравнения, описыва- 

ющие скорость реакции, формально одинаковы как для исходной 

кинетики Михаэлиса — Ментен (быстрое равновесие), так и для ки- 

нетики Бриггса — Холдейна (стационарное состояние). То есть 

Vo = Vinax[S]/(K + [S]) (440) 

и только значение константы К различно в зависимости OT ме- 

ханизма. 

Следует также отметить, что первоначальное предположение 

ЧЕ$]/4Е = 0 на самом деле может быть справедливым только в те- 

чение очень короткого времени, когда зависимость [Е$] от времени 

достигает максимума. Если, однако, значение G[ES]/dt достаточно 

мало, его можно считать равным 0 в течение некоторого ограничен- 

ного периода времени. Ошибка такого приближения различна в за- 

висимости от того, измеряем мы расход субстрата или образование 

продукта, но во всех случаях его верхний предел составляет 

[Е]т/Км. При использовании относительно низких концентраций 

фермента (порядка мкМ) ошибка обычно не превышает нескольких 

процентов. Если, однако, кривая зависимости [Е$] от времени не 

проходит через максимум, предположение о стационарном состоя- 

нии не выполняется ни в какой момент времени. Тем не менее пред- 

положение стационарности можно применить в качестве 

приближения и в этом случае, даже для относительно длительного 

периода времени, если G[ES]/dt пренебрежимо мало по сравнению 

с абсолютными значениями G[P]/dt и a[S]/dt. Здесь мы анализируем 

уже полностью обратимую реакцию, т. е. принимаем во внимание 

стадию ES < E+P. В точке максимума 4Q[ES]/dt=0 и 
-2 

d*[ES]/dt? < 0. 

da{ES)/dt = (ki[S] + k-2[P])[E] - (k-1 + k2)[ES] (441) 

d’[ES]/dt? = —(k,[S] + k-2[P]-+ k-1 + k2)(a{ES]/dt) + 

+ [ki(a[S]/dt) + k-2(d[P]/dt)][E] (442) 

Дифференцируя уравнение [S]o = [$] + [ES] + [P] по времени, 

мы получаем, что при а[Е$]/4 = 0 а[$]/а = —a[P]/dt. При под- 

становке этих значений оказывается, что условием максимума [ES] 

является 

А?[Е$]/а? = (k-2 + k)(a[P]/d)|E] < 0 (443)
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Так как [Е] — положительная величина и предполагается, что 

d[P]/dt — положительная величина, то указанное выше уравнение 

выполняется, только если А! > К-2. Это неравенство также исклю- 

чает, что [ES] может достигать максимума при обратной реакции, 

т. е. что кинетика стационарного состояния не будет преобладать 

даже на мгновение. Кроме того, в реакции, идущей справа налево 

ki < К-2, и условие появления максимума [ES] в то же время ис- 

ключает возможность образования максимума [ES] для реакции, 

идущей слева направо. Таким образом, для обратимых реакций дей- 

ствительно стационарное состояние теоретически невозможно даже 

на мгновение при любом направлении реакции, его можно только 

аппроксимировать. Однако предположение о стационарности нельзя 

использовать даже в качестве приближения, если k_2/k; > 1, и ре- 

акция необратима, так как А-1 = 0. 

3.1.3. Влияние концентрации субстрата на кинетику реакции. Пре- 

дыдущие выводы справедливы только при выполнении условия (в) 

в разд. 3.1, т. е. для случая, когда концентрация субстрата не изме- 

няется. Другими словами, концентрация субстрата в любой момент 

времени равна начальной общей концентрации субстрата, что озна- 

чает наличие достаточно большого избытка субстрата. Однако во 

многих случаях это условие не выполняется. С одной стороны, из- 

быток субстрата не используется в реакции in vitro с некоторыми 

ферментами из-за часто происходящего ингибирования фермента- 

тивной активности субстрата. В этом случае можно применять 

только оптимальную его концентрацию, и это не всегда обеспечива- 

ет избыток субстрата, необходимый для выполнения кинетических 

уравнений обсуждаемых выше механизмов. Более того, в клетке in 

VIVO избыток субстрата, необходимый для осуществления этого ус- 

ловия, обычно не достигается. . 

В ферментативных реакциях, где субстрат не находится в избыт- 

ке и, следовательно, его концентрация меняется в ходе реакции, 

константа диссоциации фермент-субстратного комплекса равна 

= ([S]o — [ES] — [РУ[Е]т — [ES])/[ES] (444) 

([$]о — концентрация субстрата при ¢t = 0). В этом случае начальная 

скорость реакции (в стационарном состоянии) определяется 

формулой 

Vo = Viax[S:]/(Km + [51) (445) 

где [5! — концентрация субстрата в момент времени f¢. Полное pe- 

шение уравнения получают интегрированием уравнения Михаэли-
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са — Ментен с учетом изменения концентрации субстрата как 

функции времени (см. уравнение (462)). 

Тем не менее можно написать приблизительное решение для 

двух случаев, когда [5]о > [S;]: 1) если это неравенство выполняется 

из-за больших значений ¢, т. е. когда более 5% от начальной KOH- 

центрации субстрата израсходовалось за время реакции; 2) если 

концентрацией фермента нельзя пренебречь по сравнению с кон- 

центрацией субстрата и, таким образом, нужно принимать во вни- 

мание концентрацию фермент-субстратного комплекса. 

Если Е велико, а концентрация [ES] пренебрежимо мала по срав- 

нению с [5], уравнение (444) переходит в следующее: 

Ks = ([$]о — [РУИЕ]т — [Е$])/[Е$] (444a) 

Для значения концентрации [S;], которая меняется в ходе peak- 

ции, удовлетворительным приближением служит значение 

([$]о + [$)/2. Так как [5 = [$]о — [Р], среднюю скорость и можно 

выразить как 

v = ([S]o — [S:])/t (446) 
Подставив (446) и приблизительное значение [S,JB (445), получим: 

и = [P]/t = Vinax([S]o + [$1)/[2Км + ([5]о + [54] (447) 
При сравнении значений, рассчитанных на основе этого прибли- 

жения, со значениями, полученными из точного, проинтегрирован- 

ного уравнения Михаэлиса — Ментен (462), оказывается, что 

ошибка в определении Км составляет | и 4% при расходовании 30 

и 50% субстрата соответственно. Следовательно, ошибка при дан- 

ном приближении незначительна по сравнению с ошибкой из- 

мерения. 

Когда расход субстрата не превышает 5% начальной концентра- 

ции, но концентрация фермента так велика, что [ES] по сравнению 

с [S]o нельзя не учитывать, уравнение (444) принимает следующий 

ВИД: 

Ks = ([$]о — [ES])([E]r — [Е$])/[Е$] (4446) 

Решение (4446) относительно [Е$] дает 

[ES] = [Е] + [Slo + Ks — У ([Ей + [Slo + Ks)” — 4[Е]т[$]о ) (448) 

Из двух возможных решений может быть выбрано только отри- 

цательное, так как только оно удовлетворяет начальным условиям: 

[ES] = 0 при [$]о = 0 или [Е]т = 0. По аналогии с (432) мы получили
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уравнение начальной скорости. Квадратное уравнение, полученное 

из (4446) с помощью (428) и (428а), можно привести к следующему 

виду: 

[S]o Vinax/Vo = Ks Утах/ ( Vmax — Vo) + [Е]т (449) 

Если известно Vmax, можно рассчитать Ks. 

Следует учесть два предельных случая. В первом случае 

[5] < Km, т. е. в уравнении (445) значением [5] можно пренебречь 

по сравнению с Км. 

Vo = (Vmax/Km)[S] = К [5] (445а) 

Таким образом, мы получили кажущуюся реакцию первого порядка 

и А = Vinax/Km — кажущуюся кинетическую константу первого по- 

рядка. Ее фактическая размерность — время ~', но она является 

комбинацией констант скорости первого и второго порядков не- 

скольких элементарных стадий, т.е. Koki [Е] т/(К-1 + k2). При усло- 

виях кажущегося первого порядка А является мерой прохождения 

реакции. Например, значение К = 0,0383 с! означает, что 3,83% 
[S]o расходуется за одну секунду протекания реакции. 

Другой предельный случай: [5] > Km. Здесь константа Км нич- 

тожно мала по сравнению с [$], и, таким образом, получаем 

Vo = Vmax ° (4456) 

3.1.4. В ходе реакции происходит образование кинетически устойчи- 

вого комплекса фермент — продукт. Если в ходе реакции происхо- 

дит образование кинетически устойчивого комплекса 

фермент — продукт, механизм реакции выглядит следующим 

образом: 

E+S <= ES => ЕР “+ Е+Р 

Применив предположение о стационарном состоянии, можно Ha- 

писать дифференциальные уравнения: 

a{ES]/dt = КИЕ][$] + К-2[ЕР] — (К-1 + k2)[ES] = 0 (450) 

а[ЕР]/4! = k2[ES] — (K-2 + k3)[EP] = 0 (451) 

Из этих уравнений следует, что 

[ES] = [(А-2 + k3)/k2)[EP] (452) 

[В] = [((K-1k-2 + k-1k3 + kok3)/kik2[S]][EP] (453).
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Так как Vo = Кз[ЕР] (454) 

и [Е]т = [Е] + [ES] + [EP] = 

= [(kK-1kK-2 + К- 1 Аз + А2Кз)/К1А2[$] + (К-2 + k3)/k2 + ШЕР] = 

= ([К- А -2 + К- Аз + Юз + К] (К ф 2 + ks) + А] /К1К2[$] ДЕР] (455) 

получаем 

[ЕР] = А! [$ [Е]т/ [А - 1К-2 + К-1Аз + 

+ kok3 + К 5] (К-2 + k3 + X2)] (456) 

Vo = К! k2ks[S][E]t/[k - 1k -2 + К- 1 Аз + Kok3 + ki[S](K-2 + K3 + k2)] = 

= [kok3/(kK-2 + k3 + ko) [Е] т[$]/[(А- 1k -2 + К- 1 + ЮКз)/ККК-2 + 

+ № + k2) + [$]] (457) 

То есть 

Vmax = [K2k3/(K-2 + Кз + k2)] [Е]т (458) 

Км = (К- 1К-2 + А-1Аз + К2Кз)/К1(К-2 + k3 + k2) (459) 

В этом случае уже очень сложно вычислить конкретные значе- 

ния иидивидуальных констант скорости, так как прямо измерить 

можно только их отношение. Ситуация еще более затрудняется при 

усложнении механизма ферментативной реакции, когда в реакции 

участвуют больше двух комплексов, потому что количество конс- 

тант скорости в уравнении, естественно, гораздо больше, и их соот- 

ношения также сложнее. 

Однако ситуация упрощается, если после обратимой реакции об- 

разования первого комплекса последующие элментарные стадии не- 

обратимы. Важными представителями ферментов, подчиняющихся 

этому механизму, являются протеолитические ферменты и эстера- 

зы. Механизм их реакции можно записать следующим образом: 

k 1 Ky К. 
E+S = > ES > ES’ —> E+ P 

> 2 к № 
1 

где ES’ — ацилферментное промежуточное соединение, которое 

разлагается под действием воды. Мы можем написать 

d[P2]/dt = d[P,]/at = v = kikoks[S][E]o/[ks(k- 1 + ka) + [$] (№ + Ks)] (459a) 
Vmax = k2k3[Eo]/(K2 + k3) = Kyat lE]o (4596) 

Км = k3(kK-1 + k2)/(k2 + K3)ky (459s) 

Ккат/Км = Koaky/(K-1 + К2) = k2/ Km (459r)
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Константа Михаэлиса стадии ацилирования — Км = Ks. Чем 

больше отношение k,,,/KmM, тем выше специфичность субстрата. 
Определение констант значительно упрощается, если экспери- 

мент проводят в присутствии нуклеофильного агента (№), способно- 
го конкурировать с водой. Тогда 

К! Ко ks 
E+ S = > ES ES’ >E + P 

\ 2 
kK. к, ГМ] 

Р 4 
1 

Е + P. 

Кз = kj[H2O] и P; (Г = 1, 2, 3) — продукты. 

Vi = Kyaz,i[Eo][S]/(Km + [S]) (459m) 
Kyat.) = К2(Кз + Ka[N])/(k2 + k3 + ka[N]) (459e) 

Kyat.2 = k2k3/(k2 + k3 + К4[М]) (459ж) 

Ккатз = К2К4[М]/(К2 + Аз + К4[М]) (4593) 

Км = Ks(k3 + К4[М])/(К> + k3 + Ка [М]) (459и) 
1/ок = Ks(k3 + k4(N])/k2k3[S] [Eo] + (ko + № + ka[N])/k2k3[Eo] (459k) 

Так как известно, что Ks/k2 = Km/k,a;, И если нуклеофил отсут- 

ствует, то 

1/v = Ks/k2[S][Eo] + (K2 + k3)/k2k3[Eo] (45951) 

и для определения констант можно использовать точку пересечения 

прямых в координатах 1/un (и 1/0) — 1/[S]. Две прямые линии в 

двойных обратных координатах пересекаются во втором квадранте. 

В отсутствие нуклеофила точка пересечения прямой с вертикальной 

осью определяется как 1/Vmax = 1/K,,,[Eo], а с горизонтальной 

осью — как —1/Км. Координаты точки Пересечения двух прямых: 

—1/Кз и 1/k3[Eo]. Расстояние между 1/Vmax и 1/k3[Eo] равно 

1/k2[Eo]. 

3.1.5. Анализ полной кинетической кривой реакции. Уравнение Ми- 

хаэлиса — Ментен в исходном виде относится только к необрати- 

мым реакциям, т.е. к реакциям, где рассматривается только 

начальная скорость, а обратная реакция не проявляется из-за недо- 

статочного количества продукта и не влияет на скорость реакции. 

В случае необратимой реакции полную кинетическую кривую 

можно легко анализировать (для произвольного интервала времени 

t), интегрируя исходное уравнение Михаэлиса — Ментен. В этом
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случае, следовательно, сохраняется предположение, что в ходе реак- 

ции образуется только один промежуточный фермент-субстратный 

комплекс. Так как для интервала времени { не ставится никаких 

ограничений, концентрация субстрата в момент анализа не может 

быть равной первоначально введенной его концентрации. Таким об- 

разом, также необходимо принимать во внимание изменение [5] в 

ходе реакции. 

Пусть So — начальная концентрация субстрата, (So — у) — KOH- 

центрация в момент времени Е. Тогда, на основе исходного уравне- 

ния Михаэлиса — Ментен (если у — количество превращенного 

субстрата), мы можем написать 

dy/dt = Vmax(So — У)/(Км + So — У) (cp. с уравнением (445)) (460) 

Взяв обратные величины и разделив переменные, интегрируем 

по у в пределах от 0 до у (Vmax обозначена как Г): 

У 

Vt = | [(Км + So — y)/(So — У]ау = у + Kmln[So/(So — y)] — (461) 
0 

(2,303/1)18[50/(5о — У] = И/Км — (1/Km)(y/0) (462) 

Таким образом, построив график зависимости левой части уравне- 

ния OT у/Ё (координаты Фостера — Ниманна), получим прямую 

линию с наклоном (—1/Км), отсекающую на оси ординат отрезок 

(V/Km), а на оси абсцисс — отрезок Г (рис. 29).
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Уравнение (462) соответствует уравнению (504) (см. разд. 

3.2.1.1). Однако интегральное уравнение можно также линеаризо- 

вать по-другому согласно (503): 

t/2,303lg[So/(So — У)] = У/2,303 Vig[So/(So — У)] + Km/V (462а) 

ИЛИ, согласно (502), 

t/y = 2,303Kmlg[So/(So — У)]/ ГУ + 1/V (4626) 

Если мы изучаем обратимую реакцию, необходимо обращать 

внимание на то, с каким временным интервалом мы имеем дело. 

В момент смешения фермента с субстратом начинается так называ- 

емая предстационарная фаза продолжительностью несколько 

микро- или миллисекунд, в течение которой образуются фермент- 

субстратные комплексы (один или несколько в зависимости от ме- 

ханизма реакции), соответствующие стационарному состоянию. Эту 

стадию мы обсудим ниже. Сейчас мы только отметим, что при изу- 

чении обратимых реакций на достаточно протяженных отрезках 

времени эта фаза не играет значительной роли, так как в этой фазе 

реакция не протекает с полной скоростью ни в одном из на- 

правлений. 

Для реакции, идущей слева направо, фермент-субстратные ком- 

плексы, принимающие участие в реакции, достигают скоростьлими- 

тирующей концентрации только в конце предстационарной фазы. 

Квазистационарное состояние, в котором концентрации скорость- 

определяющих фермент-субстратных комплексов приближаются к 

максимальным значениям концентраций в стационарном состоянии, 

длится несколько десятых долей секунды или секунды. Во время 

этой фазы скорость образования продукта (или расходования суб- 

страта) практически линейная во времени. Теоретически здесь обра- 

зования продукта еще не произошло, а практически его 

концентрация настолько мала, что скорость обратной реакции не 

влияет на скорость прямой. Эта линейная фаза называется началь- 

ной скоростью реакции, до сих пор мы только ее и принимали во 

внимание. 

Реакция справа налево в следующей фазе также ускоряется из-за 

постепенного увеличения концентрации продукта (переходное со- 

стояние; наблюдаемая до сих пор линейность во времени исчезает). 

Эта фаза продолжается до тех пор, пока скорость реакции слева 

направо не становится равной скорости реакции справа налево. 

Это — состояние равновесия, а более точно, динамического равно- 

весия, так как реакция непрерывно продолжается в обоих направле- 

ниях с одинаковой скоростью (рис. 30).
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в ходе реакции. 1 — предстационар- 
| ное состояние, 2 — стационарное со- 
4, стояние, 3 — переходная фаза, 4 — 

t динамическое равновесие. 

| 2 Рис. 30. Кривая накопления продукта 

Если механизм обратимой реакции представить реакцией 

+5 <=> ES Е+Р 
_1 k_2 

то общая скорость реакции в квазистационарном состоянии выра- 

жается как 

и = (К1К2[$] — К-1К-2[Р][Е]т/ (К -1 + А2) + КЕ] + К-2[Р] (963) 

[ES] = (А: [$] + A-2[P)[E}t/(Ai[S] + К-2[Р] + К- 1 + А2) (464) 

[Е] = (К-, + Ю)[Е]т/ (КЕ $] + К-2[Р] + К-1 + №) (465) 

Очевидно, что уравнения для начальной скорости реакций типа Ми- 

хаэлиса, протекающих слева направо и справа налево, можно прямо 

получить из уравнения (463), подставляя значения [P] = Ои [$] = 0. 

Согласно международному соглашению, обозначим реакции сле- 

ва направо и справа налево соответственно индексом f(forward) для 

прямой реакции и r(reverse) для обратной, константу Михаэлиса для 

субстрата — Kis), для продукта — Kip). Тогда 

kp = ИЕ]т, k-1 = ИЕ] (466, 467) 

ky = (К-1 + К2)/К(5) (468) 

Подставив (466) и (467) в (468), получим 

ki = (И + И)/К$[Е]т (469) 

Аналогично можно получить 

k-2 = (И! + И) ^Кф[Ей (470)
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При динамическом равновесии общая скорость реакции равна 0, и 

из уравнения (463) прямо следует, что А!А2[5| = А-:А-2[Р]. Так как 

константа равновесия общей реакции по определению равна 

Кавн = [Р]/[$], то 

Кравн = К1К2/К-1К-2 (471) 

В общем случае уравнение (463) можно записать как 

и = [(множитель!) [$] — (множитель?) [Р]]/[(константа) + 

+ (коэф.з) [$] + (коэф.в) [P]] (472) 

Отсюда 

И: = (множитель!)/(коэф.5) (473) 

Г; = (множитель?)/(коэф.р) (474) 

Kis) = (константа)/(коэф.5) (475) 

Kp) = (константа)/(коэф.ь) (476) 

‘ Аравн = (множитель:)/ (множитель?) (477) 

Эти соотношения не особенно важны при выводе уравнений скорос- 

ти для простых реакций, таких, как двусторонняя односубстратная 

реакция Михаэлиса — Ментен. Однако обобщенные соотношения 

могут оказать большую помощь при выводе уравнений скорости, 

а также соотношений между константами для более сложных (мно- 

госубстратных) реакций. Эти обобщенные соотношения сле- 

дующие: 

1) Kpasy всегда равна отношению двух множителей (ср. 477)); 

2) Vmax в любом направлении равна отношению множителя для 

исследуемого направления к коэффициенту при концентрации суб- 

страта в этом же направлении (ср. (473), (474)). В случае многосуб- 

стратных реакций последний член уравнения заменяют на другой, 

содержащий коэффициент при произведении концентраций всех суб- 

стратов (т.е. для трех субстратов А, В, С И = (множи- 

тель!)/(коэф.лвс)); 

3) Константа Михаэлиса равна коэффициенту при произведении 

концентраций всех субстратов (кроме субстрата, концентрация ко- 

торого меняется), деленному на коэффициент при произведении 

концентраций всех субстратов реакции в данном направлении (ср. 

(475), (476)), или для трехсубстратной реакции: 

Kay = (коэф.вс)/(коэф.Авс) 

Кв) = (коэф.Ас)/(коэф.лвс) 

Кс) = (коэф.лв)/(коэф.Авс)
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При динамическом равновесии выполняется так называемое со- 

отношение Холдейна, определяющее связь между общей констан- 

той равновесия ферментативной реакции и равновесными 

константами (константами диссоциации) и максимальными скоро- 

стями реакций в прямом и обратном направлении. 

Vor = V;[S]/(Ks + [S]), vor = Vi[P]/(Ke + [P]) (478, 479) 

При установлении динамического равновесия 

Vor = Vor (480) 
т.е. Vi[S]/(Ks + [S]) = V«[P]/(Kp + [P]) (481) 

После преобразования получим 

Vi(Kp + [P])/Vi(Ks + [S]) = [P]/[S] = Кравн (482) 
Так kak Кх = [E][S]/[ES], то [$] = Ks[ES]/[E] (483) 

Kp = [E][P]/[EP] и [Р] = Ap[EP]/[E] (484) 

Подставляя (483) и (484) в (482) и вынося за скобку одинаковые 

множители, получаем 

ViKp(1 + [ЕР]/[Е])/ И.К + [ES]/[E] = 

= ИКр(Е] + [ЕР])/[Е]]/ КЕ] + [Е$])/[Е] = Кравн (485) 

Если в реакции имеется только один комплекс, т. е. ES для реакции 

слева направо и ЕР для обратной реакции, то 

[Е]т = [Е] + [ES] = [Е] + [ЕР] (486) 

Подставляя эти выражения, имеем 

ИКр([Е]т/[Е])/ И.К 5([Е]т/[Е]) = Vikp/ViKs = Кравн (487) 

Последнее уравнение называется соотношением Холдейна и вы- 

полняется только при динамическом равновесии. 

Такая форма соотношения Холдейна называется термодинами- 

ческим уравнением Холдейна в отличие от кинетического уравнения 

Холдейна: 

К  авн. = VK py/ VK(s) (487a) 

в котором константы диссоциации заменены на константы Ми- 

хаэлиса. 

Если реакция подчиняется кинетике Михаэлиса — Ментен и в 

прямом, и в обратном направлении, уравнение Холдейна имеет вид, 

аналогичный уравнениям (487) и (487а). В противном случае наблю- 

дается другое соотношение между константами Михаэлиса (или
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константами диссоциации), максимальной скоростью и общей кон- 

стантой равновесия в уравнении Холдейна. В некоторых случаях, 

как будет показано ниже, именно форма уравнения Холдейна позво- 

ляет выбрать возможный механизм реакции, так как различным 

механизмам реакции соответствуют различные виды соотношений. 

3.1.6. С каждым активным центром фермента связывается более 

одной молекулы субстрата. Первоначальная форма уравнения Ми- 

хаэлиса — Ментен (или Бриггса — Холдейна) справедлива только в 

том случае, если с каждым активным центром фермента связывает- 

ся только одна молекула субстрата. Если это условие не выполняет- 

ся, следует рассмотреть несколько возможных вариантов. 

3.1.6.1. Молекулы субстрата не влияют на связывание друг друга. 

Связывание всех молекул субстрата с ферментом происходит оди- 

наково эффективно, и связывание одной молекулы не влияет на свя- 

зывание других. В этом случае опять возможны два варианта. 

3.1.6.1.1. Одновременное связывание (уравнение Хилла). Суб- 

страты одновременно связываются с активным центром фермента. 

Тогда 

А k 
nS + E == ES, —> E + nP 

-1 

И скорость реакции подчиняется так называемому уравнению Хилла 

vo = V[S}"/(Km + [S]") (488) 

При скорости, равной половине MaKCHM@JIbHOH, концентрация 

субстрата равна Ам”. Если построить зависимость 1/и от 1/[S], мы 

не получим прямой линии как в случае уравнения Михаэлиса — 

Ментен (подробно см. ниже в разд. 3.2.1.1). До сих пор эксперимен- 

тально не обнаружено ферментативной реакции сп > 2. Если п = 2, 

то, построив график в координатах {1/v; 1/[S]*}, получим прямую. 

Если п не целое число, а дробное (см. разд. 2.7.2), это означает 

либо то, что молекулы субстрата одновременно не связываются с 

молекулой фермента (см. разд. 3.1.6.1.2), либо то, что связывания 

одной молекулы субстрата влияет на эффективность связывания 

другой (см. аллостерические ферменты, разд. 3.8). 
Чтобы получить значение п, уравнение (488) обычно трансфор- 

мируют следующим образом: 

vo[S]" + voKm = V[S]” (489) 
9—1
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voKm = И[З]" — vo[S]" = [S]"(V — vo) (490) 
[S]"(V — 10) = voKm (491) 

vo/(V — vo) = [S]"/Km (492) 
Igtvo/(V — vo)] = "8 ЗИАм]] (493) 

Построив зависимость Ig[vo/(V — vo)] от 1[$], получают прямую 

линию с наклоном, равным п. Размерность константы Km есть М", 

так как А! — константа скорости реакции (п + 1)-го порядка. Под- 

робнее см. в разд. 3.8.3. 

3.1.6.1.2. Последовательное связывание Молекулы субстрата 

последовательно связываются с активным центром. В этом случае 

кинетика реакции такая же, как в случае двухсубстратной реакции, 

так как характер кинетических уравнений не зависит от того, одина- 

ковы JIM два последовательно связывающихся субстрата или нет. 

Рассмотрим следующий механизм: 

E+S2ES 

ES + S2 ES, 

ES, > E + 2P 
Пусть 

Ks = [E][S]/[ES], Ks. = [$] [$]/[Е $2] (494, 495) 

Обозначим константу скорости скоростьлимитирующей стадии (Аз, 

тогда 

Vo = k3[ES2) (496) 

Решая обычным способом, получаем 

[Е]т = [Е] + [ES] + [ES2] = АзА‹,[Е$2]/[$]2 + 

+ Кс.[Е$2]/[$] + [ES2] (497) 

т.е. Uo = V[S]*/(KsKs + Ks-{S] + [$]? (498) 

Так как молекулы субстрата не влияют на связывание друг друга 

с ферментом, то Ks = Кх,, поэтому 

vo = V[S]?/(K3 + Ks[S] + [$]2) (498a) 

3.1.6.2. Связывание одной молекулы субстрата влияет Ha связыва- 

ние другой. Возможен вариант, когда молекулы субстрата взаимно 

влияют на связывание их с ферментом (Ks >= К‹.). Тогда снова воз- 

никают два случая. 

3.1.6.2.1. Кажущееся ингибирование избытком субстрата. Свя- 

зывание первой молекулы субстрата ингибирует связывание вто-
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рой. В этом случае наблюдается кажущееся ингибирование 

избытком субстрата, кинетика которого будет детально рассмотре- 

на в разд. 3.13. 

3.1.6.2.2. Кажущаяся активация избытком субстрата. Связыва- 

ние первой молекулы субстрата улучшает связывание второй. В 

этом случае наблюдается активация избытком субстрата (ср. 

разд. 3.13). 

3.1.6.3. Аллостерия (коэффициент Хилла). С активным центром 

фермента связывается только одна молекула субстрата, но эффек- 

тивность связывания субстрата на одном активном центре зависит 

от связывания субстрата на другом активном центре фермента. 

При наличии нескольких активных центров число п в уравнении 

Хилла (493) является дробным (оно называется коэффициентом 

Хилла пн; при наличии взаимодействия между активными центра- 

MH Пн #7, т. е. коэффициент Хилла отличается OT стехиометриче- 

ского); Это характерно для ферментов, построенных из субъединиц 

(подробнее см. в разд. 3.8.3). “ 

3.2. ОДНОСУБСТРАТНЫЕ РЕАКЦИИ 

При анализе ферментативных реакций, механизм которых изве- 

стен, необходимо определить следующие константы: 1) входящие 

в уравнение скорости (Vmax и Ам); 2) диссоциации фермент- 

субстратного комплекса (Ks); 3) скорости отдельных стадий (Ат, 

k_1, К2); 4) стехиометрический коэффициент п. 

3.2.1. Определение константы Михаэлиса и максимальной скорости. 

Существует несколько методов определения констант, входящих в 

уравнение скорости для односубстратной реакции. Наиболее обыч- 

ный способ — это линеаризация уравнения Михаэлиса — Ментен. 

3.2.1.1. Линеаризация уравнения Михаэлиса — Ментен. Исходное 

уравнение Михаэлиса — Ментен является уравнением гиперболы, 

где одна из констант (Vmax) — асимптота к кривой. Другая констан- 

та (Км), отрицательное значение которой определяется второй 

асимптотой, равна концентрации субстрата, необходимой для до- 

стижения Vmax/2. В этом легко убедиться, так как если Uo = Vmax/2, 

то 

Vmax/2 = Vmax{S]/(Km + [S]) (499) 

Vinax/ Vmax = | = 2[5]/(Км + [5]) (500)
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у Vinx 
Jo ee 

Minox | ___ 
2 | 

| 
| Рис. 31. «Кривая насыщения» в фор- 

ме равнобочной гиперболы для одно- 

К субстратной реакции типа Михаэли- 

м [5] са — Ментен. 

Км + [$] = 2$], т. е. [$] = Км при Uo = Vinax/2 (501) 

(см. рис. 31) 

Из кривой, построенной на основе исходного уравнения, графи- 

ческим методом неудобно определять значения констант, потому 

что асимптоту к гиперболе невозможно провести с хорошей точнос- 

тью. Единственная возможность графически определить констан- 

ты — линеаризация исходного уравнения. Первую попытку 

линеаризации обычно относят к Лайнуиверу и Берку (график Лай- 

нуивера — Берка), часто не считаясь с фактом, что метод впервые 

был предложен Вулфом и впервые описан Холдейном и Штерном 

в их учебнике по энзимологии. Эта линеаризация основана на прос- 

той обратной трансформации исходного уравнения 

1/vo = (Км + [S])/ Vmax[S] = Ам/ Vnax[S] + 1/ Vmax (502) 

Это уравнение прямой. Построив график зависимости 1/vo oT 1/[$], 

получаем прямую линию с наклоном Ам/ Vmax И пересекающую ось 

ординат в точке (1/Vmax), а ось абсцисс в точке (—1/Km) (рис. 32). 

Уравнение можно также лианеаризовать в другой форме 

В этом случае следует строить зависимость [$5|/ от [$]. Наклон 

полученной прямой равен 1/Vmax; отрезки, отсекаемые на осях 

ординат и абсцисс, равны (Км/Гшах) и (— Km) соответственно (рис. 

32). По имени автора этот график называют графиком Хейнса. 

Третий возможный способ линеаризации — метод Иди — Xog- 

сти, основанный на следующем уравнении: 

Vo = - (Км/[5]) + Vinax (504)
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Рис. 32. Линеаризация уравнения Михаэлиса — Ментен. а — график Лайнуивера — 

Берка; 6 — график Хейнса. 

Здесь строят зависимость Uo от Uo/[S]. В результате получают 

прямую с наклоном (-Ам); отрезок, отсекаемый на оси у, равен 

Vmax, а отрезок, отсекаемый на оси х равен Vmax/Km (рис. 33)*. 
Статистический анализ показал, что методы Иди — Хофсти и 

Хейнса дают более точные результаты, чем метод Лайнуивера — 

Берка. Причиной этого является то, что в графиках Иди — Хофсти 

и Хейнса и зависимые, и независимые переменные входят в величи- 

ны, откладываемые на обеих осях координат. 

Очень точный графический метод — «прямой график» Эйзента- 

ля и Корниш-Боудена. Каждой концентрации субстрата на кинети- 

ческой кривой [5] соответствует значение начальной скорости и; 

(i = 1,..., п). Значения [$] с обратным знаком откладывают Ha OCH 

абсцисс, на оси ординат — значения и; через полученные пары то- 

чек проводят прямые, пересекающие оси координат в точках (— [Si], 

0) и (0, и;). Проекция общей точки пересечения прямых на горизон- 

тальную ось равна Km, на вертикальную ось равна Vmax (рис. 34, а); 

* В каждом случае построение прямых по экспериментальным точкам проводят 

с использованием метода наименьших квадратов 

(см. приложение 3.14.2).
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lA 
-5531-(52]-(5] [5] 

Up 

Vinax/ Км 
Рис. 33. Трансформация графика Ми- 

хаэлиса — Menten. График Иди — 

Up /[$] Хофсти. 

при этом методе разброс экспериментальных данных учитывают с 

помощью нахождения медианы“. 

Метод, в основном аналогичный описанному выше, — метод де 

Мигуэл Марино и Тамари, в котором прямые линии проводят через 

точки с координатами ([51, 0) и (0, и), соответствующие каждой 

° В случае непрерывных распределений медианой является место, ниже и выше 

которого находятся по 50% экспериментальных значений. Другими словами, значе- 

ния, лежащие ниже и выше медианы, встречаются с вероятностью 0,5.
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Кы 

54 53[-62)-61 (9) {Ky [$] 
а 6 

Рис. 34. Определение констант уравнения Михаэлиса — Ментен. а — метод Эйзента- 

ля и Корниш-Боудена; 6 — метод де Мигуэл Марино и Тамари. 

паре значений [S];, vj кинетической кривой. Прямые пересекаются 

во втором квадранте, точка их пересечения дает значения Vmax И 

(— Km) (рис. 34, 6). 

Для определения констант применяется также метод Диксона, 

согласно которому точку начала координат соединяют прямыми 

линиями с точками на кинетической кривой соответствующими зна- 

чениям Гтах/2, 2 Vmax/3, 3 Vmax/4 .... Прямые отсекают Ha горизон- 

тальной линии U= Vmax одинаковые отрезки, равные Km 

(рис. 35, а). Метод, конечно, предполагает, что величина Vmax точно 

известна или рассчитана с хорошим приближением, но в то же вре- 

мя он характеризует и точность определения Vmax. Отрезки, отсека- 

емые на горизонтальной линии, одинаковы по величине только в 

случае, если рассчитанное значение Vmax равняется его истинному 

значению. Если рассчитанное значение меньше истинного, то с уве- 

личением [$] получаемые значения Км монотонно убывают, если 

больше истинного — возрастают. Если [5]о > [Е]т, расстояние меж- 

ду касательной к кинетической кривой при [5] ~ 0 и осью ординат 

(на уровне Vmax) также равно Km. Если это расстояние больше Ам, 

значит, концентрацией Е$ нельзя пренебречь, и тогда можно графи- 

чески определить значения [ES], [Е] и [$], соответствующие любой 

точке на кинетической кривой, как видно из рис. 35, 6. 

Отрезок, отсекаемый касательной при [$] = 0 на уровне Vmax, 

равен [Е]т, поэтому, если известно значение [Е]т, можно проверить 

правильность проведения касательной. Расстояние между осью 

ординат и касательной дает значение [ES], соответствующее значе- 

нию [$] в данной системе. Известно также, что [Е]т — [ES] = [Е].
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Е 7 

Vmax LES) ЛЕ] 

5] 

S {Si 
a [5 б 

Рис. 35. Определение Vmax и Km методом Диксона. (На левом рисунке буквой а обо- 

значен отрезок, отсекаемый на уровне Гшах касательной, проведенной к зависимости 

vo от [5] при [5] > 0. 

Концентрация свободного субстрата [S| равна расстоянию между 

кривой насыщения и касательной. 

Однако, каким бы методом ни определяли или рассчитывали 

значения Км и Vmax, существует фундаментальная ошибка определе- 

ния, вытекающая из самого характера этих методов. При уменьше- 

нии концентрации субстрата длительность стационарного участка, 

т. е. стадии, во время которой рост концентрации продукта проис- 

ходит линейно во времени, также уменьшается. Следовательно, чем 

меньше концентрация субстрата, тем труднее определить началь- 

ную скорость реакции. Это видно из рис. 36, а, показывающего, что 

с уменьшением начальной концентрации субстрата зависимость 

концентрации продукта от времени постепенно отклоняется от 

прямой. 

Если для всех концентраций субстрата удается рассчитать стаци- 

онарные значения и скорости ферментативной реакции, то, очевид- 

но, мы получим теоретическую гиперболическую кривую (рис. 36, 6, 

кривая J). Если, однако, участок стационарности, соответствующий 

большим (насыщающим) концентрациям субстрата, используется 

для определения скорости реакции при всех концентрациях субстра- 

та (что, к сожалению, общепринято), то могут получиться невер- 

ные результаты. Кинетическая кривая может искажаться, в 

некоторых случаях может получиться даже сигмоидная кривая (рис. 

36,6, кривая 2).
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(P] и 

[59 

SI g,) 
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[52] 

[$1] 
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a 

Рис. 36. Построение «кривой насыщения субстратом». а — скорости реакции при 

различных начальных концентрациях субстрата. Каждая кривая начинается с момен- 

та времени, равного 0; для наглядности кривые сдвинуты по оси х друг относитель- 

но друга; 6 — «кривая насыщения»: J — рассчитана из значений скорости в 

стационарном состоянии; 2 — рассчитана из значений скорости, полученных в мо- 

мент времени, соответствующий стационарному состоянию только для насыщаю- 

щих концентраций субстрата. 

[51 

3.2.1.2. Нелинейная регрессия. Достаточно хорошую аппроксима- 

цию можно получить только с помощью нелинейной регрессии, при 

которой параметры функции, являющейся наилучшим приближени- 

ем к нашим экспериментальным результатам, вычисляются мето- 

дом итераций с помощью компьютера. Дифференциальное 

уравнение, описывающее изменение во времени концентраций суб- 

страта, свободного фермента, фермент-субстратного комплекса, 

следует представить в виде ряда посредством арифметических пре- 

образований. Фунцию и = /([$]) вычисляют, используя начальные 

значения Ам и Vmax, оцененные на основе уравнения равнобочной 

гиперболы. Отклонение этой теоретической кривой от эксперимен- 

тальных данных может быть определено с помощью метода на- 

именьших квадратов”. Таким образом, значения Ам и Vmax будут 

варьироваться до тех пор, пока отклонение теоретической кривой 

от экспериментальных точек не достигнет минимума. Наиболее 

точные значения для указанных параметров могут быть определе- 

ны методом «складного ножа””. Последовательность итераций при- 
ведена на рис. 37. 

* См. приложение 3.14.2. 
** См. приложение 3.14.4.
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Рис. 37. Диаграмма итерационной аппроксимации констант уравнения Михаэлиса — 

Ментен.
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3.2.1.3. Определение индивидуальных параметров. С помощью ме- 

тодов, описанных выше, одновременно определяются две констан- 

ты: Ам и Vmax. Однако, если эти величины рассчитать независимо, 

то точность линейной регрессии может достичь точности нелиней- 

ной регрессии. 

Мы уже увидели, что уравнение Михаэлиса — Ментен может 

быть линеаризовано различными способами. 

Пусть A((S]/v) = [S2]/v2 — [$]/и и AS] = [52] - [Si], Av = 
= v2 — ми A(v/[S]) = v2/[S2] — и1/[$1|, где и! и v2 — начальные ско- 

рости реакции при [51| и [$2] соответственно. Используя эти соотно- 

шения, линеаризованные уравнения Михаэлиса — Ментен 

(502)—(504) можно преобразовать к виду 

у = Вх (505) 

В табл. VI приведены все возможные варианты раздельного опре- 

деления Км и Vmax. 

Таблица VI. Определение параметров уравнения Михаэлиса — Menten 

методом Фейси и Эндрени 

Определение Км Определение Vinax 

y B x y B x 

AvA(v/{S}) - К 1 4[5]/А($]/) Vmax i 
A(u({S])/Av ~1/Ky 1 A({(S]/v)/A[S] 1/Vmax 1 
Av -Км A(v/{S]) AIS] Vinax A({S}/v) 
A(v/{S}) —1ИКм Av A({S]/v) 1/Vinex [$] 

[Si][So]Av -Км {Si][S2]4 (=) 1024 [$] Иа vived (21) 

[Si]{S2]a (=) -1/Км [S:][S2]4v vived (8) 1/Vmax 1024$] 

3.2.1.4. Анализ полной кривой накопления продукта. Для определе- 

ния констант уравнения скорости можно также использовать пол- 

ную кривую накопления продукта (т. е. зависимость концентрации 

продукта от времени от начала реакции до полного расходования 

субстрата). Похожий пример нам уже встречался при обсуждении 

интегрального уравнения Михаэлиса — Ментен. Тем не менее мож- 

40 и прямо анализировать кривую накопления продукта, не прово-
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дя с ней никаких преобразований. Если механизм изучаемой 

ферментативной реакции нам не известен, уравнение данной кри- 

вой, согласно теореме Тейлора”, можно представить в виде ряда 

[Р] = bot + bit? + bef +... (506) 

Дифференцируем по ft 

a[P]/dt = v = bo + 2bit + ЗЫРЁ + ... (507) 

где № — значение параметра В при { = fo. Здесь константы D не 

имеют физического смысла, их нельзя прямо соотнести с кинетиче- 

скими константами. Если, однако, реакция протекает по механизму 

Михаэлиса — Ментен, константы в уравнениях можно численно 

определить, аппроксимируя кривую с помощью нелинейной ре- 

грессии. 

Кривые накопления продукта используют и для построения ка- 

сательных и определения концентрации субстрата в какой-либо точ- 

ке кривой (это лучше делать с помощью компьютера, так как 

только в таком случае достигается требуемая точность). Получив 

пары точек и, [5] из одной кривой накопления продукта, можно по- 

строить кинетическую кривую и определить значения Км и Vmax 

обычным методом. 

Этот метод анализа можно использовать в качестве диагности- 

ческого для определения причины несоответствия механизма реак- 

ции механизму Михаэлиса — Ментен; такими причинами могут 

являться ингибирование или активация избытком субстрата или ин- 

гибирование продуктом. Значения Км и Vmax, определенные обыч- 

ными методами (т. е. из начальных скоростей реакции, измеренных 

при различных концентрациях субстрата), и значения Км и Vmax, 

рассчитанные из кинетических кривых, построенных на основе кри- 

вой накопления продукта, идентичны, только если ферментативная 

реакция следует простому механизму Михаэлиса — Ментен. В про- 

тивном случае (т. е. если происходит ингибирование или активация 

субстратом или ингибирование продуктом) значения констант, 

определенных этими двумя методами, могут различаться на не- 

сколько порядков. 

При отсутствии компьютера, снабженного цифровым преобразо- 

вателем, который обеспечивает точное построение касательных к 

кривой, наклон касательной можно определить путем построения 

хорл, соединяющих точки S; и 52, соответствующие временам п и 

*См. приложение 3.14.7.
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t2 Ha кривой расходования субстрата. Наклон полученной прямой 

(51 — S2)/(ti — 6) равен скорости реакции при некоторой «средней 

концентрации» субстрата 5з, равной 

93 = (51 — 52)/11 (51/52) (508) 

С использованием метода двух хорд можно вычислить начальную 

скорость реакции и при 5 = So: 

Vo = So(S — S’)/[SS’(1/v’ — 1/v) + So(S/v — 5'/и’)] (509) 

где ии и’ — скорости реакции, рассчитанные для S и S’ с no- 

мощью построения хорд. 

Если вместо расхода субстрата измерять накопление продукта 

в ходе реакции, то концентрация продукта, соответствующая хорде, 

пересекающей точки Pt, и Pb, равна 

Рз = So(P2 — Р!)/Ш[(5 — Р!)/(5% — Р>)] (510) 

График зависимости AP/t от АР представляет собой прямую. 

Константы можно графически определить по формулам AP/t = 

= а - аБАР (ср. с уравнением (504)), или 1/АР = b+ I/at (ср. с 

(502)), или t/AP = 1/а + bt (ср. с (503)), где а = аР/аь и В = 1/V max. 

С использованием кривой расходования субстрата (или кривой 

накопления продукта) можно рассчитать время полупревращения 

для ферментативной реакции 

Утахй = ([50] — [S]) + Kmln([So]/[S]) (cp. с (461)) 

откуда 

Н/2 = Kmuln2/Vinax + [So]/2 Vmax (511) 

Построив зависимость й/2 OT [So], получим прямую с наклоном 

(1/2Vmax), пересекающую ось ординат в точке 0,693 Km/ Vmax. Если 

провести прямые через точки (- [So]/2) на оси абсцисс и ([5°]/24/2) 

на оси ординат, то они пересекутся в одной точке, имеющей коор- 

динаты Vinax И 0,693 Км (см. рис. 34, а). 

3.2.1.5. Определение Км и Vmax при низких концентрациях субстра- 

та. Определение Км и Vinax затрудняется для ферментов, которые 

подчиняются механизму Михаэлиса — Ментен, в тех случаях, когда 

измерения скорости реакции могут проводиться только при низких 

концентрациях субстрата (при [5] < Ам). Такая ситуация возникает 

при плохой растворимости, высокой стоимости, труднодоступности 

субстрата или в случае, если мы хотим проводить измерения при 

концентрациях субстрата, имеющихся в живой клетке.
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Трудность заключается в том, что при [5] < Ам кинетика реак- 

ции подчиняется кинетике первого порядка, и можно определить 

только соотношение Vmax/Km, но не индивидуальные константы. 

Однако при некоторых условиях эту трудность можно преодолеть. 

Преобразуем уравнение (503): 

[$] = voKm/(Vmax — Vo) (512) 

Дифференцируем по Uo 

d{S]/dvo = VmaxKm/(Vmax — Uo)” (513) 

Взяв обратные величины (что допустимо, так как Up — монотонная 

функция концентрации [S]), получим 

duo/d[S] = (Vmax — Vo)”/VmaxKm (514) 

Vduo/d[S] =-V Vmax/Km — vVo/V VinaxKm (515) 

Построив прямую в координатах Vaduo/d[S] — vo, из наклона и OT- 

резков, отсекаемых на осях координат, определим Vmax H Km. 

Уравнение (514) можно преобразовать следующим образом: 

dvo/d[S] = ГтахКм — (Vo/Km)(2 — Vo/ Vmax) (516) 

Если vo/Vmax < 2, TO уравнение (516) упрощается: 

dvo/a[S] = VmaxKm — 2U0/Km (517) 

Построив зависимость величины 4и/4[$] (которую с помощью 

компьютера можно получить из единственной кривой расходования 

субстрата в ходе реакции) от и, получим прямую с наклоном 

(—2/Km), отрезком, отсекаемым на вертикальной OCH, равным 

Vmax/Km, и отрезком, отсекаемым на горизонтальной OCH, равным 

Vmax/2. Точность таких расчетов достаточно высока, и линейность 

наблюдается -только в том случае, если значения Uo лежат между 

Vinax/3 H Vmax/5. 

3.2.1.6. Кинетика Михаэлиса — Ментен при условии инактивации 

субстрата в ходе реакции. В некоторых случаях субстрат обладает 

низкой устойчивостью и гидролизуется со скоростью, сравнимой со 

скоростью ферментативной реакции. Хотя скорость гидролиза мо- 

жет быть определена независимо, остается неизвестным, влияет ли 

на нее присутствие фермента. Поэтому лучше выбрать метод, поз- 

воляющий одновременно определить параметры ферментативной 

реакции и константу скорости разложения субстрата. Механизм
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этой реакции представим следующим образом: 

E+ 5 == 8$ > Е+Р 

knt 

S (распавшийся) 

где Ак — константа скорости гидролиза субстрата первого порядка. 

Концентрация субстрата в момент времени { равна 

[5]: = [Solexp(— An?) (518) 

и скорость ферментативной реакции определяется выражением 

vo = Илах[Зо]ехр( — Knt)/(Km + [Solexp(— Ant) (519) 

Взяв обратные величины в обоих частях уравнения, получим 

1/0 = Км/ Илах[$0]ехр( — Knt) + 1/Vmax (520) 

Если зависимость скорости реакции от концентрации субстрата 

строят на основании экспериментальных данных, полученных для 

фиксированного интервала времени после растворения субстрата 

(т.е. ¢ = const), то в координатах {1/и; 1/[So]} получают прямую, 

отсекающую на оси ординат отрезок, равный 1/Vmax. 

Уравнение (519) можно привести к виду 

Vo/(Vmax — Vo) = ([So]/Km) ехр(- КьЁ) (521) 

Логарифмируем: 

In[vo/( Vax — Uo)] = In([So]/Km) — Kt (522) 

Если Vmax известно, то для определения Км и Ак можно испо- 

льзовать линейный график в координатах {In[vo/(Vmax — 10)], #}. 
Таким образом, мы получили метод для одновременного определе- 

ния констант ферментативной реакции и константы скорости гид- 

ролиза субстрата. 

3.2.1.7. Характеристика эффективности действия фермента. Ка- 

кой бы метод мы не использовали для расчета констант уравнения, 

описывающего активность фермента, действие которого подчиня- 

ется кинетике Михаэлиса — Ментен, эти константы характеризуют 

только данный фермент и определяются только природой фермен- 

та. Однако Vmax (или k2) и Км сами по себе однозначно не характе- 

ризуют эффективность действия фермента, гораздо большую 

информацию об этом дает их отношение А›/Км. Если данный фер-
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мент — плохой катализатор, TO Vmax (и А2) очень мала, таким обра- 

зом, k2 пренебрежимо мала по сравнению с k-1, и 

К2/Км = К2К1/К-1 = ko/Ks, и это отношение является нижним пре- 

делом эффективности действия фермента. Если Vmax (И А2) очень ве- 

лика, то можно пренебречь значением А-1, и А2/Км = К2А1/К2 = ki. 

Таким образом, значение А! представляет собой верхний предел эф- 

фективности действия фермента, в общем случае А! равняется ско- 

рости диффузии (10° — 10° моль !.с`'). Оба предела 
эффективности являются кажущимися константами второго 

порядка. 

Аналогично, так называемый «фактор увеличения чувствитель- 

ности» (5) также является мерой эффективности фермента, отра- 

жающей относительное изменение активности фермента при изме- 

нении концентрации субстрата. 

Если vo/Vmax = Р, TO 

Se = (Ft — А)/Е ИФ] — (S]i)/(S]i] = (AF/F)/(A1S)/(S)) (523) 

(индексы i и f обозначают начальные и конечные значения 

величин). 

Если изменение концентрации субстрата (AS) бесконечно мало, 

мы можем записать 

St, as+o0 = d In F/d In{S] (524) 

Для ферментативной реакции, подчиняющейся кинетике Михаэли- 

са — Ментен, справедливо 

Sp = 1/@ + $]/Ам) (525) 

т. е. 5: зависит только от константы Михаэлиса. 

Если с каждой молекулой фермента связывается больше одной 

молекулы субстрата, т. е. коэффициента Хилла пн > 1 (см. разд. 

3.1.6.3), то 

Sp = Ин/[1 + ({S]/[S]o,s)™] (526) 

где [$]о,5 — концентрация субстрата, необходимая для достижения 

Vinax/ 2. 

3.2.1.8. Определение количества аминокислотных остатков, необ- 

ходимых для проявления активности фермента. В проявлении ка- 

талитической активности фермента участвуют многие аминокис- 

лотные остатки, которые либо связывают, либо трансформируют 

субстрат. Поэтому, для того чтобы охарактеризовать фермента-



Односубстратные реакции 145 

тивную реакцию кроме определения кинетических констант уравне- 

ния скорости, часто необходимо измерять количество боковых 

цепей аминокислотных остатков, непосредственно принимающих 
участие в реакции. 

Предположим, что имеется специфический реагент, который на- 

правленно взаимодействует только с остатками определенного ти- 

па и может модифицировать п аминокислотных остатков 

исследуемого белка. Из этих п остатков р реагируют с одинаковой 

скоростью, но отличающейся от скорости реакции остальных 

(п — р) остатков. Из р остатков для проявления активности фер- 

мента необходимы Г остатков. Пусть А! и X2 — доли остатков с 

различной реакционной способностью, которые остались непроре- 

агировавшими с момента времени { от начала реакции. Число мо- 

дифицированных остатков равно 

то =n —- pX, - (п-р)х. (527) 

В присутствии субстрата с момента времени # из Г боковых це- 

пей остается / остатков (субстрат предохраняет их от модификации 

реагентом), и / < р Xs # X1. В присутствии субстрата 

ms =n — 1 Х — (9p —- ЛА — (n — p)X2 (528) 

и в момент времени [. 

Am = Mo — Ms = J(Xs — М) (529) 

Если предположить, что при модификации { необходимых для 

катализа групп фермент теряет активность, то остаточные актив- 

ности в момент времени [Е (ao и as) равны 

a=Xi, as=XLX{7' (530, 531) 
Am = Лаз ад”? 79 - ag”) (532) 

На основе этих уравнений имеем, например, 

Ат = as — Qo, если [=] =1 

Am = 2(Nas '— У ), сели [=] =2 (533) 

Ат = (as — a)Va@o , если i=2uj=1 

Таким образом, Am является функцией [5] и времени от начала 

реакции. Изменяя правильным образом [S] и ft, можно определить 

количество аминокислотных остатков, необходимых для катализа. 

3.2.2. Определение константы диссоциации и стехиометрического 

коэффициента фермент-субстратного комплекса. Знание константы
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диссоциации фермент-субстратного комплекса дает два важных 

преимущества. Во-первых, мы можем узнать, одинаковы ли вели- 

чины Km и Ks, и отсюда определить наличие в ходе реакции быстро 

устанавливающегося равновесия или стационарного состояния. Во- 

вторых, если известно Ks, то мы имеем независимую величину для 

отношения констант К-т и kj, что позволяет определить константы 

скорости отдельных стадий. ” 

Определение константы диссоциации фермент-субстратного 

комплекса представляет трудность только в случае односубстрат- 

ной реакции из-за того, что реакция (разложение субстрата) начи- 

нается сразу же после добавления субстрата к ферменту. Поэтому 

эксперимент следует проводить в условиях, в которых либо фер- 

мент неактивен, либо используется аналог субстрата, не разлагае- 

мый ферментом. Однако оба этих метода имеют серьезные 

недостатки, и ни один из них не дает уверенности, что измеренное 

значение на самом деле равно константе диссоциации активного 

фермент-субстратного комплекса. 

Задача значительно упрощается в случае реакции с участием 

двух и более субстратов, где фермент-субстратный комплекс, если 

он образовался, не разлагается в отсутствие другого субстрата (или 

субстратов). Измерение константы диссоциации комплекса фермен- 

та с лигандом так же просто для ингибиторов, активаторов, алло- 

стерических эффекторов, так как лиганд не разлагается при 

взаимодействии с ферментом. Проблему определения константы 

диссоциации комплекса фермент — лиганд рассмотрим в этом раз- 

деле, где она впервые возникла. 

Существует несколько методов определения константы диссо- 

циации. 

3.2.2.1. Кинетический метод. Пусть [$]ь — концентрация связанно- 
го лиганда (например, субстрата), которая равна количеству заня- 

тых центров связывания, и п — число идентичных независимых 

центров связывания на молекуле фермента. Отсюда следует, что 

скорость и пропорциональна [$]ь и Vmax пропорциональна п[Е]т. 

Это позволяет преобразовать линеаризованные уравнения Михаэли- 

са — Ментен к уравнениям, подходящим для исследования связыва- 

ния лиганда. 

Преобразуя соотношение Лайнуивера — Берка (502), получаем 

уравнение Клотца 

1/[$]ь = (Кз/п[Е]т)(1/[5] 1) + 1/"[Е]т (534) 

где [5]: — концентрация свободного лиганда. Уравнение (534) мож-
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HO привести к виду 

[Е] т/[$]ь = Ks/n[S]_¢ + 1/п (535) 

Аналогично уравнение Иди — Хофсти (504) превращается в 

уравнение Скэтчарда, описывающее связывание лиганда: 

[Вь/и[Е]: = 6]т/К$ — [E]b/Ks - (536) 

где [Е]ь — концентрация занятых центров связывания, т. е. связан- 

ного субстрата, п[Е]: — концентрация свободных центров связыва- 

ния, [S]r — общая концентрация субстрата. Так как [ь 

пропорционально [S]p, из (535) получаем 

[5] ь/[$]+ = [Е] т/(К$ + [$] 1) (537) 

Линеаризованное уравнение Хейнса (503) преобразуется в случае 

связывания лиганда следующим образом: 

[и[ь = Ks/n[E]r + [З]и/п[Е]т (538) 

Первое условие, определяющее выбор метода определения 

Ks, — это вызываемое связыванием субстрата (или любого лиган- 

да) с ферментом изменение, с помощью которого можно следить 

за концентрациями комплекса, связанного лиганда, свободного ли- 

ганда или субстрата. 

Если в ходе образования комплекса фермент — лиганд изменя- 

ется некоторый оптический параметр (например, поглощение света, 

флуоресценция, поляризации флуоресценции, оптическая дисперсия 

света, рассеяние света и т. п.) обычно рекомендуется использовать 

графики Стокелла или Скэтчарда. 

Предположим сначала, что при образовании комплекса ES про- 

исходит изменение поглощения света и значение Дё при насыщении 

— АЕшах. Пусть 4 — молярная концентрация 5, И — число молекул 

S, связанных с ферментом, К — константа диссоциации, р — член 

(Aé/Aémax) [Е], где [Е] — молярная концентрация свободного фер- 

мента. Согласно соотношению Стокелла (полученному при даль- 

нейшем преобразовании уравнения Клотца (534)): 

а/р = КЕ] -p) +n (539) 

Построив график зависимости @/p от 1/([Е] — р), получим прямую, 

которая пересекает горизонтальную ось в точке п, с наклоном, рав- 

ным А (рис. 38,а). 

Чтобы воспользоваться графиком Скэтчарда, необходимо ка- 

ким-либо образом определить $, относительное количество связан-
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Рис. 38. Определение константы диссоциации и стехиометрического коэффициента. 

а — график Стокелла; 6 — график Скэтчарда (известно относительное количество 

связанного лиганда); в — график Скэтчарда (известна относительная концентрация 

комплекса фермент — кофермент). 

ных молекул ($ изменяется от 0 до 1). Если п — число молекул 

субстрата, связанных с одной молекулой белка, a Ka — константа 

ассоциации (величина, обратная константе диссоциации), тогда, 

преобразуя уравнение (537), получим 

р = nK,[S]/(1 + Ka[S]) (540) 

(5 + 2К.[$])/[$] = пк. (541) 
2/[$] = Ka(n — 3) (542) 

Зависимость P/[S] от р представляет собой прямую с наклоном 

(— Ka), отсекающую на вертикальной оси ‚отрезок, равный (Ka), 

а на горизонтальной оси — отрезок, равный п (рис. 38,6). 

Если можно измерить долю фермента, связанного с лигандом 

(т. е. К = [ES]/[E]r), то, как следует из уравнения 

1/1 — В) = K,[S|/R — вК.[Е]т (543) 

зависимость 1/(1 — К) от [S]/R — прямая линия с наклоном Ка; 

точки пересечения с осями ординат и абсцисс равны —”K,[E]r и 

п[Е]т соответственно (рис. 38,46). В этом случае [$] — общая кон- 

центрация субстрата. 

Уравнения (542) и (543) представляют собой линейное соотноше-
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ние, из которого можно определить константу диссоциации и сте- 
хиометрический коэффициент только при выполнении следующих 

условий: а) у молекулы фермента имеется только один центр свя- 

зывания, П = 1; 6) насыщение фермента лигандом определяется с 

достаточной точностью; в) несмотря на разброс эксперименталь- 

ных точек, наблюдается прямолинейная зависимость в выбранных 

координатах; г) существует более одного центра связывания лиган- 

да, но все они эквивалентны и независимы. 

а) В случае одного центра связывания применение вышеописан- 

ных уравнений не вызывает затруднений, так как константа диссо- 

циации в уравнении для связывания лиганда определяется таким же 

образом, как и константы уравнения Михаэлиса — Ментен, из па- 

раметров линеаризованных форм уравнения Михаэлиса — Ментен. 

6) Во многих случаях бывает сложно измерить физический пара- 

метр, показывающий насыщение фермента лигандом (например, 

максимальное поглощение света, флуоресценцию, тушение флуорес- 

ценции и т. д.). Даже в присутствии десятикратного избытка ли- 

ганда по сравнению с количеством центров связывания разность 

между полученным значением и максимальным может быть на- 

столько велика, что определение максимального значения экстрапо- 

ляцией приводит к неточным результатам. При использовании 

метода Скэтчарда отклонение на 1% от максимального (насыщаю- 

щего) значения (измеряемого методами поглощения света, флуорес- 

ценции и т. д.) может привести к искажению графика, получению 

выпуклых или вогнутых кривых для белков, содержащих один 

центр связывания или несколько идентичных и независимых цент- 

ров. Из-за искажения графика можно ошибочно предположить су- 

ществование нескольких различных центров связывания или 

нескольких идентичных, но взаимодействующих центров. 

в) Любой экспериментальный метод дает некоторый разброс 

получаемых данных. В координатах Скэтчарда через эксперимен- 

тальные точки пытаются провести прямую, если не замечено нево- 

оруженным глазом явного отклонения от прямой. Точка 

пересечения прямой, построенной по данному методу, с осью абс- 

цисс в принципе показывает количество эквивалентных и независи- 

мых центров связывания. Однако необходимо тщательно 

проверять правильность аппроксимации полученных точек с по- 

мощью прямой. Если построить зависимость концентрации связан- 

ного лиганда от логарифма концентрации свободного лиганда, то 

получается сигмоидная кривая с перегибом при n/2. Если аппрокси- 

мация полученных данных с помощью прямой недопустима, то 

значение п, полученное из отрезка на оси абсцисс, может оказаться
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Рис. 39. Модель связывания лигандов с двухвалентным рецептором. К — рецептор, 

В — лиганд, А; — константы скорости, А; — константы равновесия. 

на несколько порядков меныше величины, рассчитанной из точки 

перегиба. В некоторых случаях рассчитанная величина п бывает так 

высока, что в исследуемом интервале концентраций точка перегиба 

не достигается. Если через экспериментальные точки нельзя прове- 

сти прямую, то методом Скэтчарда невозможно определить точку 

пересечения плавной кривой с осью абсцисс (в принципе кривая 

асимптотически приближается к оси абсцисс при бесконечном уве- 

личении концентрации свободного лиганда). | 

г) Если в молекуле рецептора имеется несколько центров связы- 

вания, но они эквивалентны и независимы, то при выполнении ус- 

ловий «б» и «в», точка пересечения прямой в координатах 

уравнения (542) с осью абсцисс дает число центров связывания на 

одну молекулу, а из наклона прямой можно рассчитать константу 

диссоциации. 

В общем случае связывание лигандов подчиняется следующему 

уравнению: 

[В] = nK,[F][R]/0 + Ka[F]) (544) 

(ср. с уравнениями (333) и (433), где [В] — концентрация молекул 

лиганда, связанных с белком, [К] — молярная концентрация рецеп- 

тора, [Е] — концентрация свободного лиганда. Однако это уравне- 

ние нельзя применять, если у молекулы рецептора имеется
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Рис. 40. Графический ана- 

лиз связывания лиганда с 

двухвалентным — рецепто- 

ром. Центры связывания 
эквивалентны и независи- 4K, Ko 

мы. г — количество молей — 

лиганда, связанного с бел- Ky+Ke 2K K -_ 
ком-рецептором, A — мо- К \ ~ ~ 
лярная концентрация несвя- , ~~. 
занного лиганда, К; — ин- (K,+Ko)* и | Г 
дивидуальные константы Кака 2 

1 2 ассоциации. 

несколько центров связывания. В случае двухвалентного рецептора 

[В] = Ai[F][R]/(1 + КиЕ)) + K2[F][R]/(1 + K2[F]) (545) 

Схема связывания лиганда с двухвалентным рецептором представ- 

лена на рис. 39. Здесь мы можем предположить наличие двух типов 

механизма связывания. 

1. Лиганды не влияют на связывание друг друга (т.е. А1К!,2 = 

= А2К› 1). Таким образом, К! = А! + № и К> = КК! 2/(К + ke); 

полученной кривой в координатах Скэтчарда соответствуют 

две прямые с разными наклонами (рис. 40). Из этой кривой мож- 

но рассчитать общее количество центров связывания, а также 

индивидуальные константы диссоциации, характеризующие отдель- 

ные центры связывания. В случае если п > 2, невозможно опреде- 

лить долю различных центров связывания от общего количества 

центров. 

2. Связывание одной молекулы лиганда влияет на связыва- 

ние другой (ингибирует или способствует связыванию), т. е. 

ki ki,2 > К>К2,1. Torna А! и K2 в уравнении (545) нужно заменить на 

Ki и Kz, которые, однако, уже являются не константами ассоциа- 

ции, а, согласно уравнению (546), сложными комбинациями 

констант: 

К! 2 = К,/2 + (1/2)/ К? — 4К.К» = 

= (ki + ^>)/2 = У (а + be) — 4 2 (546)
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Таким образом, в этом случае гиперболу, как на рис. 40, уже не- 

льзя представить в виде двух прямых линий, из которых рассчиты- 

ваются константы диссоциации и стехиометрический коэффициент. 

Если центры связывания лигандов взаимодействуют друг с дру- 
гом, даже в случае идентичных центров не получается прямой ли- 

нии или гиперболы, которую можно представить в виде двух 

прямых. Причиной этого является то, что, если ki = А2 = Аи 

К1,2 = А2,1 = Ки и, кроме того, А! = 2Ати K2 = Ки/2, то 

К1,2 = А + МЕ? — kky (547) 

Если имеется свыше двух центров связывания, соотношения еще 

более сложные, и их, естественно, тоже нельзя использовать для 

определения констант диссоциации и стехиометрических коэффи- 

циентов. 

Определить константу диссоциации и стехиометрический коэф- 

фициент можно по графику Ву-Хэммеса. Схема реакции комплексо- 

образования между белками: 

Е, + Ex = комплекс (С) 

Константа диссоциации для этой схемы: 

К = ЕЕ? +/ [С] = ЕЕ т — n[C])/[C] (548) 

где индекс f соответствует концентрации свободных Е! и E2 при 
равновесии, индекс Т — общим концентрациям. Зависимость 
[2] т/[С] от 1/[Е!]: представляет собой прямую, так как (548) мож- 

но преобразовать к виду 

К/[Е1]: = [Е2]т/[С] — 7 (549) 

Наклон прямой равен К, а отрезок, отсекаемый на оси ординат, 

п (рис. 41а). По существу, это уравнение — преобразованная фор- 

ма уравнения (539). 

Во всех до сих пор рассматриваемых методах необходимо было 

измерять количество связанного или (и) свободного лиганда или (и) 

количество образовавшегося комплекса. В некоторых случаях мы 

не можем измерить эти величины, а можем определить только кон- 

центрацию образовавшегося комплекса. Тогда применяют метод 

непрерывной вариации Джоба. Если все лиганды связываются с ре- 

цептором по одностадийному механизму или взаимодействие меж- 

ду центрами связывания так велико, что после связывания первой 

молекулы лиганда мгновенно связываются все остальные, т. е. 

Е + т. = EL,
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Рис. 41. Определение константы диссоциации и стехиометрического коэффициента. 

а — график Ву — Хэммса; 6 — график Джоба, Ve + Vi = const, где Ve n И — объ- 

емы раствора фермента и лиганда данной концентрации соответственно. 

тогда 

К = [E)(L)"/(EL), = ([В]т - [Е (Ыт - n(ELn})"/(ELn] — (550) 

[Е т + [т = [С]; [Ер/[СЬ = X3 []т/Ю]т = 7; X + Y=1 651 
[Е]т = С]тХ = [С] та - 7); [Шт = СУ = С]та -х) 652) 

Подставляем (552) в (550): 

K(EL,] = (]тХ — [ЕЁ] та - Х) - n[EL,])" (553) 

Дифференцируем (553) по X: 

K(d@[ELn)/dX) = ((L]7X - (ВЫ)п(Ста - 
— Х) - n[ELn])"~ (- [Clr — n(d[ELn]/dX)) + 

+ (С]та - Х) - [ЕЁ] (С ]т - a[EL,]/dx) (554) 

Функция имеет максимум, если @[EL,]/dX = 0, т. e. 

[C]z{1 - (п + П/МИСтА - Х) - n[EL,]]"~* = 0 (555) 

Мольные доли фермента и лиганда в точке максимума: 

Xmax = 1/(n + 1); Ymax = 1 - Xmax = Л/(п + 1) (556) 

Стехиометрический коэффициент равен отношению двух мольных 

долей 

Ymax/Xmax = И (557)
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Таким образом, построив график зависимости концентрации 

комплекса [EL,] от изменяемой величины [E]7/[L]r (при постоянной 

величине [Е]т + [L]r), получают колоколообразную кривую с макси- 

мумом в точке п (рис. 41,6). Если X -+0, то К можно рассчитать 

M3 наклона кривой, так как 

(d(ELn]/dX)x +0 = [СИ СК + [С11) (558) 

Если молекулы лиганда связываются с рецептором последова- 

тельно одна за другой, а центры связывания независимы, точка пе- 

ресечения прямых, построенных при Х +0 и У->0, даст значение 

п. Тем не менее этот метод верен только при условии [С]т > К. 

Если при последовательном связывании лиганда центры связыва- 

ния взаимозависимы, для определения п этот метод применять 

нельзя. 

3.2.2.2. Защитное действие лиганда. Отдельный класс методов 

определения констант диссоциации составляют методы, в которых 

лиганд защищает фермент от разрушения. В некоторых (исключи- 

тельных) случаях лиганд усиливает это разрушение, что также 

можно использовать для определения констант диссоциации, как и 

защитный эффект. 

С целью определения константы диссоциации следует измерить 

константу скорости инактивации фермента в отсутствие лиганда и 

при разных его концентрациях. Если скорость инактивации ком- 

плекса ES (EL) отличается от скорости инактивации свободного 

фермента, константа скорости реакции будет функцией концентра- 

ции лиганда и константы диссоциации комплекса. Разрушение фер- 

мента может происходить под действием тепла, кислот, при 

протеолизе или любом другом химическом или физическом воз- 

действии, которое по-разному влияет на скорость инактивации сво- 

бодного фермента и его комплекса с лигандом. Способом 

измерения может служить любой оптический или другой физиче- 

ский, а также химический метод, подходящий для определения 

уменьшения активности с течением времени. Для расчета констан- 

ты диссоциации используют следующие соотношения: 

а) Инактивации подвергается только свободный фермент, ли- 

ганд полностью защищает фермент от инактивации. 

Е +S + 85 

i 
Е (неактивный)
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Рис. 42. Определение константы диссоциации и константы скорости денатурации. 
а — лиганд полностью защищает фермент от инактивации; би в — лиганд частично 

защищает фермент от инактивации. 

Пусть Ко — наблюдаемая кажущаяся константа скорости перво- 

го порядка, А! — константа скорости инактивации и Ка.— констан- 

та диссоциации комплекса. Тогда 

1/k? = 1/ky + [$]/ККа (559) 

Построив график зависимости обратной величины измеренной 

константы скорости от концентрации лиганда, получают прямую 

с наклоном (1/А!Ка), отсекающую на оси ординат отрезок, равный 

(1/К!), откуда можно рассчитать Ка (рис. 42а). 

6) Происходит инактивация как свободного фермента, так и 

его комплекса с субстратом (с разными скоростями). 

К 
Е +5 = ES 
kil |e 

Е(неактивный) Е (неактивный) 

Существуют различные способы определения Ka. 

| ko — ky = (ka — kIS|/(Ka + IS) (560) 
1/(kP — К!) = Ка/(№ — ky)[S] + 1/(k2 - А) (561)
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Как следует из этих уравнений, график зависимости обратной 

величины разности между наблюдаемой константой скорости пер- 

вого порядка и константой скорости инактивации свободного фер- 

мента от обратной величины концентрации лиганда представляет 

собой прямую. Точки пересечения прямой с осями координат: 

—1/Ка — с осью абсцисс, 1/(А2 — К!) — с осью ординат; наклон 

равен Ky/(k2 — А!) (рис. 42,6). 

II. 
(К: — kP)/[S] = k?/Ka — А2/Ка (562) 

Построив зависимость (k; — k?)/[S] or k?, получают прямую, пере- 

секающую ось Х в точке А2, ось У — в точке —k2/Ka, наклон равен 

1/Ка (рис. 42,6). 

в) Лиганд, который не является субстратом, ингибирует или 

активирует фермент: 

Кь 
Е +L = EL 

| [mH 

Е (неактивный) Е (неактивный) 

Пусть vo и м — скорости инактивации фермента под действием 

тепла, кислот и т. п. в отсутствие и в присутствии лиганда соот- 

ветственно, и» — скорость инактивации при насыщении фермента 

лигандом (т. е. в случае, когда фермент в системе присутствует 

только в виде комплекса EL), х — относительное насыщение фер- 

мента лигандом в момент времени №. При этом 

a = (Vo — м)/ (0 — Vo) = (Вт + [Ы]т + 

+ Ky — V({Elr + [ПТ + Ki)? — 4((Elr[L])/2(E lt (563) 
=L]r/a = K,/(1 - a) + [Ет (564) 

[(1 — а)/о [т = Ki + [ЕН - а) (565) 

Строя зависимость [L]t/a@ от 1/(1 — a) при постоянном [Е]т, полу- 

чают значение Ау. 

Если vo = 0 (т.е. Ки = 0), то лиганд полностью предохраняет 

фермент OT инактивации; если k > ky > 0 — частично предохраняет 

от инактивации; если К < Ат, лиганд ускоряет инактивацию фермен- 

та (что, в общем, характерно для многих ингибиторов). 

г) Лиганд подавляет активность фермента (т. е. является инги- 

битором), и с молекулой фермента связываются п молекул
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tgoe=K, (Ка - К°) К 

<= 
Nc 

‘-ko/k 
Рис. 43. Определение константы диссоциа- ae 

ции комплекса фермент — ингибитор при 

изучении инактивации фермента. \-›/ (ky-k)K, 1/[1]” 

лиганда. 

Ki 
EI = Е 

kil |e 

Е(неактивный) Е (неактивный) 

Для этого случая справедливо следующее уравнение: 

k°/ky = (КИШ”С — К°)/ К] + © К, (566) 

Tak как АК› можно определить из независимых экспериментов, то, 

измеряя константу скорости псевдопервого порядка А° при различ- 

ных концентрациях ингибитора и строя график зависимости k°/k, 

от 1/[1]”, получают прямую с наклоном Ат(! — k°)/ki, пересекаю- 

щую вертикальную ось в точке А›/К1, ось абсцисс — в точке 

— А2/ (№1 — k°)Ky (рис. 43). 
Стехиометрический коэффициент для связывания ингибитора 

можно определить численным методом с использованием следую- 

щего уравнения: 

п = {Ig(vo/v; — 1) — Км/(Км + [$]) Ки} /18] (567) 

где Vo — начальная скорость без ингибитора, и; — начальная ско- 

рость при концентрации ингибитора [I]. 

3.2.2.3. Макроскопические и микроскопические («внутренние») кон- 

станты. Вышеописанными методами определяются так называе- 

мые макроскопические константы диссоциации. Если в ферменте 

существует более одного центра связывания лиганда, эти констан- 

ты отличаются от микроскопических («внутренних») констант 

диссоциации по статистическим причинам, даже если не существует
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кооперативности между центрами. Это можно легко себе предста- 
вить, рассуждая логически следующим образом. 

Предположим, что имеются четыре эквивалентных центра свя- 
зывания, и первая молекула лиганда может с одинаковой вероят- 
ностью связываться со всеми этими центрами. Однако диссоциация 
может происходить всего лишь с одного центра — того, с которым 
связался лиганд. Для связывания второй молекулы лиганда выбор 

существует только среди трех центров, а диссоциация же может 
происходить с равной вероятностью уже с двух центров. Для 
третьей молекулы лиганда остаются две возможности связывания, 
а диссоциация может происходить с трех центров. Наконец, для 
четвертой молекулы остается только один центр связывания, а дис- 
социация возможна с любого из четырех центров. Следовательно, 
макроскопическая константа диссоциации Км.кр И Четыре независи- 
мые и идентичные микроскопические константы диссоциации 
Кмик = 1 связаны друг с другом следующим образом: 

Ky maxp = 4 микр» К2,макр = (3/2) Кмикр» Кз,макр = (2/3) микр» К4,макр = 
= Кмикр/4. Таким образом, процесс диссоциации включает в себя 
четыре последовательных равновесия, и константа равновесия об- 
щей реакции определяется как Крьн = А! K2K3Kq. 

Вообще говоря, если у молекулы фермента имеется п центров 
связывания и измеряется А; (константа диссоциации I-A молекулы 
лиганда), то микроскопическую константу диссоциации К; микр С 
[-го центра связывания можно рассчитать по уравнению 

К; макр =(n+1- ПК; микр/ Е (568) 

Относительное насыщение рецептора лигандом, т. е. член Ут, 

определяется уравнением Эдера 

п п 

и. = >) afL]'/ > ыы (569) 
i=1 i=0 

roe aj и В; — константы, включающие произведение микроскопиче- 

ских констант диссоциации (от i= 1 до п), причем а; = (Ип)ё.. 

Вследствие того что макроскопические (измеренные) и микро- 

скопические константы диссоциации связаны статистическими соот- 

ношениями, в случае существования п центров связывания 

наблюдаются также статистические соотношения и между микро- 

скопическими константами скорости ассоциации и диссоциации. 

Если К1 = К1/К-1, К> = Kk2/k - 2, K;3 = k3/k — 3 И К4 = К4/К-4, где 

константы скорости с положительными индексами являются кон- 

стантами второго порядка, с отрицательными индексами — перво-
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го порядка, то 

Ki, maxp =(n + 1 - 1) Ki микр 

К _ i maxp = IK _ микр (570) 

Очевидно, эти соотношения справедливы только при условии, что 

центры связывания независимы и не взаимодействуют друг с 

другом. 

3.2.2.4. Равновесный диализ. В дополнение к кинетическим мето- 

дам (таким, как измерение активности фермента или степени свя- 

зывания лиганда как функции концентрации свободного или 

связанного лиганда) и использованию защитного (либо стимули- 

рующего) действия лиганда, для определения констант диссоциации 

используются также равновесные методы. Равновесный диализ — 

метод, при котором к раствору фермента добавляют лиганд и из- 

меряют концентрацию лиганда после установления равновесия в 

диализной смеси. Если взять радиоактивно меченный лиганд, при 

равновесии изотоп равномерно распределяется в системе: 

(имп./мин)т./ [Г] = (имп./мин)ег/ [ЕТ] (571) 

(имп./мин)вг = (имп./мин), — (имп./мин)т, (572) 

где (имп./мин.), — общая радиоактивность в данной смеси, вклю- 

чая белок, после установления равновесия, а (имп./мин)1т, — радио- 

активность в диализном растворе, содержащем только низкомоле- 

кулярные вещества. 

Пусть 
(имп./мин)1/(имп./мин)ет. = Г (573) 

Из уравнения (571) следует, что 

НВЫ = [L] 
[E][L]/[EL] = Ks = r[EL]({E}r - (ВЫ)/[ВЕ] = r({E]r - [EL]) (574) 

[EL] = [Ех - Ks/r | (575) 

Так как [Е] = [Е]т — [EL], подставив это выражение в (575), 

получим 

[Е] = Ks/r (576) 

Далее подставляем (575) и (576) в (574): 

[L](Ks/r)/((E]r — Ks/r) = Ks (577) 

и решаем уравнение относительно [L]: 

[L] = Е]т - Ks (578)
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Если оба отделения диализного сосуда имеют одинаковый объем, 

то 

[L]o = [Г] + 0,5 [EL] (579) 
[о = ([В]х — Ks/r)(r + 0,5) (580) 

Пусть 

В = (имп./мин)./(имп./мин)т (581) 

Из (572) и (573) следует, что 

l/r=R-1 (582) 

Тогда уравнение (580) представляется в виде 

[L]o = 0,5 [Е т — К$(К — 1)] ((R + П/СК - 1] (583) 

откуда можно определить Ks. 

3.2.3. Определение констант скорости. 3.2.3.1. Ферментативные 

реакции. Линеаризация уравнения Михаэлиса — Ментен позволяет 

определить максимальную скорость, а также константу Михаэлиса 

(или константу диссоциации в зависимости от того, является k2 

константой скоростьлимитирующей стадии или нет) в случае реак- 

ции, протекающей по простому механизму, в котором только один 

субстрат реагирует с ферментом и образуется только один фер- 

мент-субстратный комплекс. Если известна максимальная ско- 

POCTb, то можно рассчитать константу скорости k2, так как 

У = А>[Е]т согласно кинетике Михаэлиса — Ментен и Бриггса — 

Холдейна. Однако в случае механизма Михаэлиса — Ментен этим 

методом можно получить только отношение двух других констант 

скорости. Для определения каждой из трех констант` скорости в 

случае указанного простого механизм существуют три метода. 

3.2.3.1.1. Метод Слэтера. Этот метод полезен лишь в особых слу- 

чаях, когда мы можем селективно влиять на константу ko, а А! и 

К-! остаются неизменными. Экспериментально это достигается 

для некоторых дегидрогеназ при изменении донора или акцептора 

протонов. 

Км = (К-! + К2)/ Кл = k_1/k, + АК2/А1 = Ks + А2/К! = 

= Ks + k2{[E]t/ki[E]r = Ks + V/ky[(E]r (584) 

Поэтому, если мы можем изменить k2, не влияя Ha ky uw K-4, то 

строя зависимость Ам от Г, получаем прямую с наклоном 1/К![Е]т



Односубстратные реакции 161 

19% = 1/k, [E], 

Рис. 44. Определение константы ско- - 
рости методом Слэтера. -К-1[Е + 

и отрезком, отсекаемым Ha оси ординат, равным Ks, а на оси абс- 

цисс равным —К-1[Е]т (рис. 44). 

3.2.3.1.2. Метод Гутфройнда и Рафтона. Этот метод можно 

применять только, если имеется специальная аппаратура для изме- 

рения быстрой кинетики (например, методом «остановленной 

струи»), т. е. если можно измерить скорость реакции в предстацио- 

нарном состоянии при временах реакции, составляющих милли- 

или микросекунды. Он применим для необратимых реакций (меха- 

низм Михаэлиса — Ментен). 

На протяжении предстационарного участка, когда концентрация 

фермент-субстратного комплекса увеличивается от нуля до кон- 

центрации, определяющей скорость реакции в стационарном состо- 

AHHH, предположение о стационарности, т. е. а[Е$]/4 = 0, 

неприменимо, поэтому нужно решать дифференциальное уравнение. 

В предположении а[5]/4Е = 0, т. е. [5] = const, получим 

d{ES]/dt = КЦЕ] $] — (k-1 + 2) [ES] = А([Е]т — [Е$])[$] - 

— (K-1 + k2)(ES] = ИЕ] [$] — (К $] + 4-1 + А2) [ES] (585) 

[ES] = [А[Е]т[$]/(К$] + &-1 + А2)] (1 — ехр[- КА $] + 

+К-1+ ^2)] } (586) 
т = 1/(kifS] + kp + К-1). (587) 

Уравнение (586) справедливо как для предстационарного, так и для 

стационарного состояния, если [5] не меняется по сравнению с на- 

чальной концентрацией свободного субстрата. 

Так как Uo = k2[ES] = a[P]/dt 

[P] - [Рф = | [8$] 4! (588) 
0
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т 0 
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-({P]; a у Рис. 45. Определение длительности 

предстационарного участка. 

где [Р]о — начальная концентрация продукта. Обычно [Р]о равняет- 

ся 0, но, если продуктом является, например, Н *, то [Р]о соответ- 

ствует концентрации Н* при исходном рН среды. В некоторых 

случаях для того, чтобы лучше понять механизм реакции, в реакци- 

онную смесь специально добавляют некоторое количество продук- 

та, и в его присутствии измеряют начальную скорость реакции. 

Естественно, в этом случае также следует принимать во внимание 

начальную концентрацию продукта. 

Подставляем (586) в (588) и разлагаем экспоненту в ряд; если 

{ мало, то пренебрегая членами с более высокими степенями, для 

начальной фазы предстационарного состояния получаем 

[Р] - (Plo = А1А2[Е]т[$] 2/2 (589) 

Таким образом, мы получили формулу, в которой присутствует 

kiko, а так как V = А [Е]ти Км = (K-1 + k2)/ki, мы уже имеем три 

независимых уравнения для определения трех неизвестных констант 

скорости. 

Вышеописанным методом константы также можно определить 

графически. Если построить зависимость [Р] - [P]o от времени Г, 

то получим кривую, вогнутая часть которой при малых ¢ представ- 

ляет собой экспоненциальную компоненту первоначального реше- 

ния дифференциального уравнения. Однако, если [Е достаточно 

велико, т. е. реакция находится в стационарном состоянии, экспо- 

ненциальным членом уже можно пренебречь, и получается линей- 

ное соотношение (рис. 45). Строя зависимость [P] — [Р]о oT Ен 

экстраполируя линейный участок кривой, характеризующий стацио- 

нарное состояние, до пересечения с абсциссой, из координаты точки 

пересечения получаем длительность предстационарного состояния.
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Если [Р]о =0, то 

[Р] = vot — [P]:[{1 - ехр(-Ит)] (590) 

где Vo — начальная скорость в стационарном состоянии. Подстав- 

ляя сюда значение [ES] из (586) и интегрируя, получаем 

[Р], = от = Viax[S]/ki(Km + [S])? (591) 

Если [5] настолько велико, что величиной Км по сравнению с ней 

можно пренебречь, то для достаточно больших ¢ из уравнений (586) 

и (588) следует 

[Р] — [Plo = А№[Е]тё — [Е] т/Ки [$] (589а) 

Точка пересечения экстраполированного прямолинейного участка 

графика, определяемого уравнениями (589а) и (591), с осью абсцисс 

равна т = 1/k,[S], т. е. при условии [5] > Ам можно прямо полу- 

чить ky. 

Схему трехстадийного механизма с образованием двух продук- 

тов (характерного для гидролитических реакций, катализируемых 

протеазами и экстеразами, такими, как трипсин, химотрипсин, суб- 

тилизин, папаин, ацетилхолинэстераза и др.), в котором образуют- 

ся промежуточный комплекс Михаэлиса ES, ацилферментное 

промежуточное соединение (ES’) и два конечных продукта, спирт 

и кислота, можно представить следующим образом: 

E+S ES SEs’ +P, 
4 bs 

E + P2 

Предполагаем, что [ES] достигает стационарного состояния 

очень быстро, [5] = [$]о, [Е]т = [Е] + [ES] + [ES’] и 

[E][S]o/[ES] = (Е — [ES] - [ES’])[S]o/[ES] = (К -1 + k2)/ki = Kg (592) 
[ES] = (Е]т - [ES’]) [[S]o/(Ks + [S]o)] (593) 

a{ES’]dt = k2[ES] — k3[ES’] (594) 

[ES*] = [A2[E]r[Sloto/(Ks + [S]o)] [1 — ехр(- Мто)] (595) 
[ES] = [А] тЗ]ото/(К$ + [$]о)] {1 + ($0, К$ + 

+ [5]о)) (k2/k3) ехр(- Ито) } (596) 
1/7) = Аз + К2[]о/(К$ + [S]o) (597) 

d[P]:/dt = k2[ES] (598) 

а[Р]24# = k3[ES’] (599) 
[Р]1 = vot + а[1 - ехр(- Иъ)] (600) 

[P]2 = vot — то — ехр(- то)] (601)
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где vo = Ао [Е]т[5]о/ (Кю + [S]o) и 

а = [№/(№ + №) [[S]o/(Km + (Зо) [ЕН (602) 
Km = К [Кз/(К2 + ks)] (603) 

Ко = Ккат = АК2Кз/(К>2 + Ks) (604) 

Анализируя зависимость [Р]1 и [P]2 от Ь следует отметить, что в 

зависимости [Р]! = /(Г) наблюдается начальный «всплеск» концент- 

рации продукта, величина которого определяется уравнением (602). 

Наличие этого всплеска объясняется тем, что уравнение (600) явля- 

ется суммой линейной функции (vot) и функции а(1 — ехр(- {/т)), 

возрастающей аналогично гиперболе. Однако всплеск возникает, 

только если kz > k3. В начале зависимости [P]2 = /(Р) наблюдается 

лаг-период, из которого можно определить то. Скорости образова- 

ния [P]i и [Р]2 в стационарном состоянии одинаковы и равны Uo. 

Из зависимости 1/ = f(1/[S]o) можно рассчитать Ао и Km, из OTHO- 

шения Km/ko — член Kg/k2, a из зависимости 1/Va = f(1/[S]o) — 
величину k3/k2. Если [Slo > Ks, из величины 1/то определяется сум- 

ма констант kz + Аз, таким образом можно рассчитать все неиз- 

вестные константы. 

3.2.3.1.3. Метод одного оборота. В некоторых случаях важную 

информацию о механизме действия фермента дает метод изучения 

одного оборота фермента, когда на активном центре фермента пре- 

вращается только одна молекула субстрата. Это достигается толь- 

ко в случае, если фермент находится в значительном избытке по 

сравнению с субстратом. Тогда 

[Е] = [Вт > [$], [ES], [Е5'], [P]2 u 
[S]o = [$] + [ES] + [ES’] + [Pl]. 

а[Е$] 4 = k,[E]r({[S]o — [ES] — [ES’] - [P]2) - [ES](k-1 + №) (605) 

a[ES’]/dt = k2[ES] — k3[ES’] (606) 

d[{P]:/dt = ke[ES] [ср. с (598)] 

d[P]2/dt = k3[ES’] [ср. с (599)] 

a{ES]’/dt? + (ki[Elr +,k-1 + k2)(a{ES]/dt) + kik2[E]r[ES] = 0 (607) 
Пусть 

А = А (ЕТт + k-1 + ko (608) 

В = ki К2[Е]т (609) 

Тогда уравнение (607) переходит в 

d{ES]?/dr2 + Ad[ES]/dt + B[ES] = 0 (610)
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Если при Ё = 0 [ES] = 0 и а[Е$]/4 = КИЕ]т[$]о 

[ES] = С[ ехр(- dt) — exp(—/t)] (611) 

где 

С = ki [E]r[S]o/(d — Л) (612) 

а = (1/2)(А - VA? -4В) (613) 
f = (1/2)(A + VA? - 4B) (614) 

В простом случае, когда А! [Е]т > ko, и поэтому А? > 4B 

d = К2[Е]т/([Е]т + Kg) (615) 
f = К\([Ех + Kg) (616) 

где 

Kg = (К-1 + k2)/k (617) 

На основе приведенных выше уравнений можно допустить, что 
> а, и тогда 

С = [т]о/([Е]т + Ks) = а[5]о (618) 

а = [Е]т/ ([Е]т-+ Ks) (619) 

И так как exp(—/t) < exp(— dtr) 

[ES] = a[S]oexp(— а^2г) (620) 

Подставляем в (598): 

[Р]1 = [SJo{1 - ехр(- а^21)] (621) 

[ES’] = [ak2[S]o/(ak2 — k3)] [exp(—ks3t) — ехр(- аК21)] (622) 

[Р]2 = [[S]o/(ak2 — Кз)] [ аК2[1 — exp(—ks3t)] — Аз[1 — ехр(- аК21)] } (623) 

При помощи этих уравнений можно определить k2, Аз и Kg. 

3.2.3.1.4. Релаксационный метод Эйгена. Как уже обсуждалось 

в разд. 2.12, посвященном химической кинетике, для определения 

констант скорости обратимой реакции можно применять релакса- 

ционный метод. Обратимую биохимическую реакцию можно выве- 

сти из состояния равновесия под действием тепла, давления и т. п. 

так же, как и химическую реакцию. В случае обратимого меха- 
низма Михаэлиса — Ментен две последовательные стадии реакции 

(образование и распад комплекса с получением продуктов) описыва- 

ются двумя временами релаксации. 

Если 1/7; > 1/72, время релаксации для быстрой реакции (первая
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стадия, т. е. обратимое образование комплекса) равно 

и = 1ИК1(ГЕ]равн + [$] равн) + К-2([Р]равн + [Е] равн) +К-:+ k2] (624) 

Время релаксации для медленной (второй) реакции (скорость- 

определяющая стадия, обратимый распад комплекса с образовани- 

ем продуктов) равно 

72 = [АЗ] равн + [Е]равн) + К-2([Р]равн + [Е]равн) +К-1+ 

+ К2]/[Е]равн[К1К - 2([Е ]равн + [Р]равн + [$] равн) + АА + К- 1k -2] (625) 

Строя зависимость 1/71 OT [S]pasy Или [Е]равн И Ээкстраполируя ее 

к значениям [5]раьн = О и [Е]равн = 0, можно определить К-1 + ko. 
Таким образом, если известны Гшах и Ам, уже можно рассчитать 

индивидуальные константы скорости. 

Если неравенство (1/ти > 1/72) не выполняется, относительно 

простые уравнения можно получить, только анализируя суммы и 

произведения времен релаксации (ср. с уравнениями (258) и (259)): 

1/71 + 1/72 = К1([Е]равн + [$]равн) + К-2([Е]равн + 

+ [Р]равн) + К-1 + kp (626) 

(1/71)(1/72) = [Е] равн(АлК - 2([Е ]равн + []равн + 

+ [Р]равн) + К1А2 + К-1К-2) (627) 

Очевидно, что в случае более сложных ферментативных реакций 

зависимость т от констант скорости также более сложная. Следо- 

вательно, определение констант еще более затрудняется. 

3.2.3.2. Связывание рецептора. При изучении связывания лиганда 

может потребоваться измерение не только константы диссоциации 

комплекса рецептор — лиганд, но и скорости его образования и 

распада. 

Предположим, что на поверхности рецептора имеются два цент- 

ра связывания (К! и R2) и общие концентрации рецепторов одинако- 

вы, т. е. [Rilr = [В>]т. Соответствующие константы диссоциации 

равны А! = К-1/А1 и Kz = К-2/К2, где К-1 и К-2 — константы ско- 

рости диссоциации комплексов (первого порядка), а А! и K2 — кон- 

станты образования комплексов (второго порядка). Тогда общее 

количество лиганда, связанного за время Ё равно 

В = Byasy + Arexp(— ait) + Azexp(— а21) (628) 

где Boasy — количество связанного лиганда при равновесии: 

Вравн = Вт ИСКИ + (L]) + [Re]rfL]/(K2 + [L]) (629)
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где [1] — концентрация лиганда и 

А; = - [Вт [1] СА + [(L]), 42 = - [Ra]r[L]/(K2 + [L]) (630) 
a, = К! [1] + k-1, a2 = ko[L] + k-2 (631) 

Существенными являются предположения, что оба центра связыва- 

ния независимы, взаимодействие между ними отсутствует и 

[L] > [Вйт, [Ralr. 
Если оптическим методом проследить за скоростью образова- 

ния комплекса рецептор — лиганод, то при наличии только одного 

центра связывания изменение поглощения света можно выразить 

формулой 

ДА = Ев [ ]равн + Ey []равн — вв (К]т — & [т = 

= де т[Ыт/(Ыт + К!) (632) 

re Ep и & — молярные коэффициенты экстинкции рецептора и ли- 

ганда соответственно и 

ДЕ = Свт — Er — Ey (633) 

где Ep, — молярный коэффициент экстинкции комплекса рецеп- 
тор — лиганд 

AAmax — ПтААг |, + «© = ДЕ[В]т (634) 

В = AA/AAmax = [[]т/([ т + К!) (635) 

Построив график зависимости 1/В от 1/[Г]т, можно определить 

K,. Измеряя зависимость поглощения света от времени, получаем 

кажущуюся константу скорости образования комплекса (см. (628) 

при [В2]т = 0), поскольку 

Ккаж = КИЫт + К-1: (ср. с (631)] 

Имея Ki и К,„.ж, рассчитываем А! и К-1. 
Для определения А„.ж обычно требуется аппаратура, позволяю- 

щая анализировать процесс при малых временах реакции (метод 
«остановленной струи»). Недостатком этого метода с точки зрения 
возможности регистрации полной реакции является то, что в тече- 
ние мертвого времени прибора (tg) реакция частично успевает 

пройти 

IN(AA/AA к) = Как (636) 

Для определения мертвого времени аппаратуры предпочтительно 

выбрать независимую необратимую реакцию А +В -> С и изме-
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рить скорость этой реакции при [А]т > [В]т. Тогда. 

Ккаж = АПА]т и ШАА» и = ШАА - А 4[А]т (637) 

Таким образом, из графиков зависимостей K,,,, и InAA,,, от [А]т 

легко определить fg. 

Численные значения констант, полученные оптическими метода- 

ми, более надежны, чем рассчитанные, например, из графика Скэт- 

чарда, поскольку значения, полученные в последнем случае, имеют 

смысл только тогда, когда период взаимодействия лиганда с рецеп- 

тором значительно больше, чем время полужизни комплекса. В 

противном случае будет определена лишь кажущаяся константа 

диссоциации, значение которой зависит от времени инкубации и от 

взятого избытка лиганда. Так как требуются сравнительно боль- 

шие времена инкубации фермента с лигандом, а некоторые рецеп- 

торы нестабильны, это может вызвать дополнительные ошибки в 

значениях измеряемых констант. Как показал Арани, в таких случа- 

ях нелинейная зависимость может быть ошибочно аппроксимирова- 

на линейной, что приводит к неправильной оценке констант 

диссоциации (с ошибкой на несколько порядков). Кроме того, из 

кривизны графика может быть сделан ложный вывод о наличии 

взаимодействия между центрами связывания, хотя причиной кри- 

визны является то, что за время эксперимента не успевает устано- 

виться равновесие. 

Однако, если образование и распад комплекса рецептор — ли- 

ганд протекают так быстро, что их можно изучать только релакса- 

ционными методами (температурный скачок), то время релаксации 

равно 

l/r = К1([Е]равн + [Е]равн) +К-1 (638) 

ИЛИ 

1/т = АМ(Вт — [т + К + 4Kil Lr (639) 

где Ki — константа диссоциации комплекса. При условии, что 

[В]т = [Ы]т, получаем 

1/72 = АК, + 4K, k?[L]r (640) 

Из уравнения (640) можно определить k; и Ki, а из них — k..1. 

3.2.4. Стохастическое решение уравнения скорости для односуб- 

стратных реакций. За последнее десятилетие внимание было при- 

влечено к применению вероятностного подхода, так называемого 

стохастического метода решения вместо обсуждавшегося выше де-
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терминистского подхода к расчету уравнений скорости фермента- 

тивных реакций. Этот метод позволяет рассчитывать временные 

зависимости математического ожидания (р) и дисперсии (0”) числа 
молекул свободного фермента, субстрата, комплексов фермент — 

субстрат и молекул продукта реакции, рассматриваемых как веро- 

ятностные величины. Стохастическое описание учитывает случай- 

ные флуктуации числа реагирующих молекул, среднего числа 

столкновений, необходимых для образования комплекса фер- 

мент — субстрат, а также доли уже образовавшихся молекул ES, 

находящихся в достаточно высокоэнергетическом активированном 

состоянии, позволяющем им диссоциировать на фермент и конеч- 

ный продукт. 

Из вышесказанного следует, что такое решение более точно 

описывает реальный процесс, чем обычное детерминистское реше- 

ние. Однако современные технические средства не позволяют экспе- 

риментально реализовать эту возможность. Самое большее, мы 

можем предположить, что флуктуации при кинетических измерени- 

ях не обязательно связаны с ошибками эксперимента, а в некото- 

рых случаях вызываются случайными ‘`флуктуациями реагирующих 

молекул. 

В качестве примера можно привести стохастическое решение для 

односубстратной реакции Михаэлиса — Ментен. Зависимость от 

времени математического ожидания для свободного фермента опи- 

сывается выражением 

ив = [Е]т/ (К [$] + К-1 + А2)] (К-1 + А + ki[Sloexp[—(kil[S]o + 
+ k-1+ 1} (641) 

a дисперсии — выражением 

of = [Ki [Slo[E]r/(k1 [S]o +k, + 2)? (А-1 + АК + 

+ К [Зо exp[—(Ai [Slo + К-1 + А2)1} {1 - 

— exp[—(ki[S]o + К-1+ k2)t]} (642) 

Временная зависимость математического ожидания для комплекса 

фермент — субстрат определяется как 

ees = [Вт — ve = [Е]тА1 [$]о/ (Ал [$]0 + К-1 + К2)] (1 - 
— exp[—(ki[S]o + K-1 + 2) 1} = ПЕН] [$] + 

+ Km)] {1 — ехр[- ([$]о + Км) } (643) 

что идентично первоначальному детерминистскому решению Миха- 
элиса — Ментен, если можно пренебречь экспоненциальным членом 

по сравнению с 1. Это справедливо, если концентрация [S]lo велика
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(что также необходимо для выполнения уравнения Михаэлиса — 

Ментен), а { не слишком мало. Отсюда следует, что в предстацио- 

нарном режиме уравнение Михаэлиса — Ментен не выполняется; 

этот вывод находится в соответствии с детерминистским решени- 

ем. Если [5] очень велика, то стохастическое и детерминистское ре- 

шение в предстационарном режиме реакции эквивалентны. Когда 

в системе присутствует 10 или более молекул, стохастическое и 

детерминистское решение также совпадают при условии, что кон- 

центрация [5] не слишком велика. Однако это справедливо, лишь 

если система гомогенна. Если данный фермент находится в каком- 

либо компартменте, и в этом компартменте (или клетке) присут- 

ствует только одна или несколько молекул фермента, то следует 

применять только стохастическое решение, независимо от того, 

что имеется 10' компартментов (или клеток), поскольку детерми- 

нистское решение может дать 20—30%-ную ошибку, зависящую от 

индивидуальных констант скорости. 

3.2.5. Интерпретация уравнения скорости односубстратной реакции 

с точки зрения молекулярнокинетической модели действия фермен- 

та. Дамьянович и Шомоги разработали метод интерпретации кине- 

тических параметров, основанный на молекулярнокинетической 

модели действия фермента (MKM®). Этот подход сочетает тео- 

рию столкновений, решеточную теорию жидкостей, вероятностные 

расчеты и специфические характеристики белков. 

В растворе молекулы колеблются и вращаются в данном узле 

решетки в течение времени т. Затем за пренебрежимо малое время 

они переходят в другой узел решетки, находящийся на расстоянии 

Х от первого: 

т = )’/6D (644) 

где D — коэффициент диффузии в данной среде (см. (330)). 

Пусть Г — объем вокруг активного центра фермента; находя- 

щийся внутри этого объема субстрат считается связанным. Вероят- 

ность нахождения субстрата в этом объеме 

Р = пе-" (645) 

где п = [S]V. Из теории следует, что 

ky = (3/2г5) 0$ V(1/2 + ю/ХУр)^ехр( — Е/ЁвТ) (646) 

где rs — радиус молекулы субстрата,  — радиус поверхности суб- 

страта, расположенной вокруг группы, ответственной за связыва-
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ние, Ds — коэффициент диффузии субстрата, vy — число 

перемещений молекул субстрата между узлами решетки за среднее 

время жизни Е в объеме связывания V, а Е. — энергия активации 

(пороговая энергия), которая требуется субстрату, находящемуся в 

объеме V, для образования комплекса с ферментом. 

К = [/1', К-1 = 1 - БЕ (647, 648) 

где {’ — среднее время жизни комплекса ES, а L — вероятность 

прохождения реакции Е > Е + P. 

1’ = Ре 'кехр(Еа/ КвТ) (649) 

где Ps — вероятность стерически благоприятных столкновений, 

Ea — энергия активации (пороговая энерги) процесса Е$ > Е +S, а 

к — время между двумя эффективными столкновениями: 

{< = 70/К' (650) 

где 7 — среднее время жизни сталкивающихся молекул раствори- 

теля в узлах решетки, А’р— число таких узлов на внешней поверх- 

ности ES, которые должны подвергнуться синхронным соударени- 
ям с молекулами среды, чтобы согласно теории туннелирования 
энергии приобрести достаточную для распада энергию. 

L = & ехр(- АЕ/Ёв Г) (651) 

где AE = (Ep — Ea), Ep — энергия активации (пороговая энергия) 

процесса ES ~ Е + P, a & — вероятность диссоциации активирован- 

ного комплекса на продукты. 

Из МКМФ следует, что 

Км = [(t’/t)PiV ехр(- Е /АвТ)] ' (652) 

Vax = (Psk’/70)[E]r ехр(- Ер/Ёв Т) (653) 

и P; — стерический фактор, который является одной из компонент 

энтропии активации: 

P, = (1/4r)[(1/2) ХУ» + п] (654) 

Ир = (Ds/Dov)(1/Psk' )exp(EaksT) (655) 

roe Do — коэффициент диффузии молекул растворителя. 

Значение теории МКМФ состоит в том, что она пытается при- 

дать реальный физический смысл формальному кинетическому опи- 

санию, проведенному Михаэлисом и Ментен.
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3.2.6. Анализ последовательных (сопряженных) реакций. При иссле- 

довании регуляции метаболизма, взаимодействия фермент — фер- 

мент или образования мультиферментных комплексов необходимо 

кинетически анализировать последовательные (сопряженные) реак- 

ции. Пусть изучается следующая реакция: 

ASS Bp 

в которой превращение A в S катализируется ферментом Ej, а P 

образуется из S при участии E2. Предполагаем, что обе фермента- 

тивные реакции подчиняются механизму Михаэлиса — Ментен. Па- 

раметры реакции должны быть выбраны так, чтобы реакция с 

участием Е! была нулевого порядка относительно А (это возмож- 

но за счет использования большого избытка А), а вторая реакция, 

катализируемая E2, была первого порядка по субстрату S (т.е. 

[$] < Kx). Линейному участку образования Р (стационарное состо- 

яние) предшествует лаг-период (время перехода) (рис. 46). Длитель- 

ность переходного периода (абсцисса пересечения экстраполирован- 

ного линейного участка с горизонтальной осью) обратно пропорцио- 

нальна концентрации второго фермента (Kz — константа скорости 

первого порядка для второй реакции): 

т = КМ/Е; [Е?] (656) 
Наклон линейного участка (стационарное состояние) пропорцио- 

нален скорости реакции, катализируемой первым ферментом: 

И = АЕ (657) 

k, — константа скорости первого порядка для первой реакции, 

Ко = 0,693/ t1/2 (658) 

[Р] 

и 

7 
- [$] в ит t Рис. 46. Кинетический анализ сопря- 

женных реакций. 
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Если ky — кажущаяся константа скорости второго порядка для вто- 
рой реакции (т. е. А’/К№), то 

[5] = (А1/Ю)П — ехр(- kz 1)] (659) 

Из (658) 

[$] = (1/2) (1 - 0,544) (660) 

Если t— 0, то [$] — [$], где индекс ss обозначает величину, ха- 

рактеризующую стационарное состояние. Если ad[S]/dt=0, то 

Ui = HU 

[S]ss = k/k2 (661) 

Преобразуем: (659) 

1 — (2/1) [$] = exp(— kz 1) (662) 
2,30318 {1 — (Ё2/К1) [$] } = 2,30318 — [S]/[S]ss) = —К2 1 (663) 

Для правильной постановки эксперимента необходимо обеспе- 

чить такую концентрацию E2, которая гарантировала бы достиже- 

ние 99% [S],, в течение заданного периода. Пусть F — доля [$], 

которую собираются получить за время ¢. Тогда 

р = —2,30312(1 — Р)/ К (664) 

Поскольку 

v2 = kz [S]ss = И.Е? [$] з/ КЕ (665) 

TO 

ИКИ = kd (666) 

Подставив (666) в (664), получим 

Е: = —КЕ(2,30312(1 — F)/t’) (667) 

Из этого уравнения можно рассчитать количество E2, необходи- 

мое для получения доли Рот [$]. Из (656) 

Kit/ Vii = (668) 
Подставляем (666) и (668) в (659): 

[$] = vi7[1 — ехр(- {т)] (669) 

Затем подставляем (669) в уравнение d[P]/dt = kz [5] и интегрируем 

[Р] = и1[# + техр( -— т) - 7] (670)
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Если {= т, то из (669) следует 

[$] = vi701 — 1/е) (671) 

И так как из. (657), (661), (666) и (668) 

[$] 53 = Шт (672) 

то 

[$]/[$]5 = 1 — 1/e = 0,68 (673) 

т. е. время перехода — это фактически время, которое требуется, 

чтобы концентрация промежуточного продукта достигла примерно 

68% стационарной концентрации. 

Когда стационарное состояние достигнуто 

[P] = ий -э (674) 

Не безразлично, какова именно абсолютная концентрация E2 в 
требуемом диапазоне концентраций фермента. (Напомним, что ре- 

акция Е! должна быть нулевого порядка, реакция Е› — первого по- 

рядка по субстрату, и за время ¢ необходимо подвергнуть 

превращению долю F oT [$] 5.) Закон действующих масс указывает, 

что если и! = const, a Ё=0, [P] = [S] =0, то 

[Р] = ut — 6]; — v2/k2 (675) 

Подставляем (674) в (675): 

и1т = [S]ss + V2/ kz (676) 

Взяв обратные величины в уравнении (676) и подставив в него (657), 

(665) и (661), после преобразования получим 

1/7 = kb [Е2]/(КЕ + [E2l) (677) 

Очевидно, что (656) получается из (677), только если [E2] < КЕ. 

Чтобы получить линейную зависимость между 1/ти [Е2], необхо- 

димо брать [E2] в концентрации, пренебрежимо малой по сравне- 

нию с Ам. Конечно, если выполняются и (656), и (677), то график 

зависимости т OT 1/[E2] является линейным. 

Если не предполагать, что вторая реакция имеет первый поря- 

док, то время, необходимое, чтобы вторая реакция со скоростью 

и› достигла заданной величины F, согласно уравнению (680), зави- 

сит от Г и Ф, где 

t* = ФКЕ/ (678)
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= [Vn E> ui/( Vin — и) (И — U2)/ ИЕ (а — v2)] — — 

— rvs ИЕ — 12) ( И.Е — 1). (679) 

Ф — безразмерная величина, являющаяся функцией только 12/11 

и 11/ И.Е. Требуемая точность зависит только от отношения 

v1/ U2. 

1/7 = -(1/t (ИС ИИ) /( ИЕ ил - — 1)jIn[( ИЕ / и) (1 — F)/( И — 

— F)| + Е/(ИЕ/и — F)} (680) 

Вообще, если второй фермент подчиняется кинетике Михаэли- 

са — Ментен, а не кинетике первого порядка, то 

d[S]/dt = 1 — И SAKE + [S]) (681) 

. т = Kif/(Vinax — 01) | (682) 

Суммарную кинетику реакции с двумя последовательными ста- 

диями, катализируемыми двумя ферментами и подчиняющимися 

механизму Михаэлиса — Ментен, также можно описать с помощью 

теоремы Мак-Лорена (см. приложение, разд. 3.14.6). Она дает сле- 

дующее выражение: 

[P] = ИИА /2КМ(КМ + [A]o) (683) 

Построив график зависимости [Р] от t?, получают прямую ли- 

нию; величина, обратная ее наклону, является линейной функцией 

от 1/[А]о. Из этого графика в двойных обратных координатах по- 

лучим, величину (—1/КЕ) из точки пересечения графика с осью Х 

и (2KER/ V2, V, VEL) — из точки его пересечения с осью У. Измерив 

отдельно (КЕ) и (ИЕ), можно определить КЕ и V,~!, сопряжен- 

ной реакции. 

Если схему двух последовательных реакций, катализируемых 

двумя ферментами, подчиняющихся механизму Михаэлиса — Мен- 

тен, можно представить как 

В предстационарном режиме 

[P] = и - У а - exp(- моли MAL, Oy - м (684) 
i=1 

ie 
>
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и в стационарном состоянии 3 

[P]=ur- > Si (685) 
i=1 

где 

v1 = №[Ео[А]о/(КЁ + [A]o), Kit = (К-1+ Ю)/ В, 

№! = АА]о + К-1 + № 

№23 = (В+ VB? —4С)/2, В = &Е2]о + К-з+ ka, С = KgkalEzlo 
3 3 

=! Хи ПО, — rj] 
j= i=l 

1 

3 

r= У Si/v (686) 
i=1 

Если построить график зависимости [Р] от ¢, TO ордината пересече- 

ния его линейной части с осью У равна 

3 

В = -ит= - >» Si (687) 
i=l 

Для трех необратимых последовательных ферментативных pe- 

акций, каждая из которых подчиняется механизму Михаэлиса — 

Ментен, при условии, что первая реакция имеет нулевой, а осталь- 

ные — первый порядок по субстрату, можно записать 

АЗ №1, ВР 

Концентрация [3] описывается следующим выражением: 

[Is] = А!/Кз — [А1/(№з — 2) [ехр(- kot) — (k2o/k3)exp(—Kk3t)] — (688) 

где 

К1/Кз = [Is]ss (689) 

* 

Время ¢ , необходимое для достижения заданной доли F от 

[I3];s, ПрИ Аз > kz определяется как 

г = -In(l - F)/ko (cp. (664)) (690) 

а при k2 > ks: 

р = —Ша - F)/k; (691) 
* 

Если значения обеих констант скорости близки, то величину [ 

можно оценить только по номограмме [Biochemistry, 1969, т. 8, с. 
2782].
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Если реакция состоит из п стадий, то 

п 

[Р] = u(t + 5 С;ехр(-— т!) — >! Ti) (ср. (670)) (692) 

1=2 i=2 

где 
п 

ЕП Aa - wl Uj # i) (693) 

В стационарном состоянии (ft > ©) 

[Р] = vi (« - > ") (ср. (674)) (694) 

i=2 

и для любого /-го промежуточного продукта (между Аи P) 

АПЛ / а! = 0 = u1 - ANS + Ш»), J= 2 2 (695) 

ПД = аки (И) — V1); = AN — v1) (696, 697) 

T= > [Kj/(Vj — и] = > Tj (698) 
j= 

Если Vj; > v1, TO ИИ 

Если реакции I2 ... In обратимы, а необратимы только реакции 

A> и +s, P, то получим 

КАП: — К-ДИ+ Изв = 01, Кая] = 1 (699, 700) 

ти = 1/Ёп 
(701) 

1-1 = 1/Kn-1 + Koon / п (702) 

tn-2 = WKn-2 + КА Кв /kn (703) 

x-1 

= 1/kj + x (1/kx) I] Kpasn (704) 
х=]+1 у = 

где Кран = К-ИК; 

Для реакции в целом 

т = > Tj (705) 

Все без исключения вышеприведенные рассуждения основаны. Ha 

предположении, что не происходит ни взаимодействия, ни комплек- 

сообразования между ферментами, ни один из них не влияет на ак- 

тивность другого и не наблюдается канального эффекта (channelling
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effect), т.е. прямого переноса промежуточного соединения между 

активными центрами ферментов. Один из методов обнаружения по- 

добных взаимодействий, в частности, основан на измерении откло- 

нений величин, определенных экспериментально, от предсказанных 

теоретически для сопряженных ферментативных реакций. 

Из выражения (656) видно, что длительность лаг-периода (время 

перехода) является линейной функцией от 1/[£2]. Однако, если ак- 

тивность Ё> зависит от присутствия Ё! из-за образования комплекса 

между ферментами, то данная функция не будет линейной. Подоб- 

но этому могут быть получены различные значения Vmax при пря- 

мых измерениях и из измерений сопряженной реакции (на основе 

(665)), если Ё! влияет на реакцию, катализируемую £2, путем моди- 

фикации каталитического центра. Однако если Ё'! влияет на центр 

связывания E2 или преобладает канальный эффект, то значение 

Ky, определенное независимо для Е2, будет отличаться от значе- 

ния, полученного на основании изучения сопряженной реакции при 

помощи уравнения (656). 

Другой способ анализа взаимодействий между ферментами — 

изучение влияния комплексообразования на кинетику сопряженной 

реакции. 

Если происходит образование комплекса £; с £2, то в том слу- 

чае, когда Ё! насыщен своим субстратом и реакция должна быть 

нулевого порядка по первому субстрату, можно записать 

EiS+E2X (706) 

где Х — комплекс E;SE2, а K—ero константа диссоциации. 

Таким образом, изучаемая реакция имеет вид 

U, 2 E,.X a ES 

$ т — I 
NN 

Мы предполагаем, что и Ej, и Х катализируют превращение 

субстрата в промежуточное соединение I со скоростью и, т.е. Ee 

не влияет на активность Е!. Поскольку E2 катализирует превраще- 

ние промежуточного соединения в продукт со скоростью U2, а соот- 

ветствующая скорость для Х равна U7, то, следовательно, Е! влияет 

на активность Е›. 
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Пусть Е› имеет п независимых активных центров, а реакция, ка- 

тализируемая E2, является реакцией первого порядка по I; тогда 

V2 = (k2/Km)([E2]o — ПХ)Ш (707) 

vy = (ki /Km)n[X] [I] (708) 

где kz, ki, Km 1 Км — микроскопические константы скорости и KOH- 

станты Михаэлиса. 

Если 11 = const, то закон сохранения массы требует (при усло- 

вии, что при t=O [Р] = [I] = 0), чтобы 

[Р] = ot — Ш - v2/k2 —- /К (709) 

В стационарном состоянии последовательной реакции, если 

[I] = Ш: = const, то м = v2 + vy = const, [X] = [X]s; = const и 

[Р] = u(t-— 7) (cp. (674)) (710) 

UT = [$ + 12 / k2 + vi / kz (711) 

Если выбрать концентрацию [E2]o достаточно малой, чтобы 

можно было использовать выражение (656) вместо (677), и обеспе- 

чить #1 < А2[Е2]о, К2[Е>]о, [Е2]о < Км, Км и [Ш < Km, Км, TO 
получим 

v2 = (К›/Км)([Е2]о — П[Х]55) (712) 
vy = (К /Км)п[Х] [5 (713) 

[X]ss = (1/2)([Е]о + [E2]Jo/n + К)П -— 

— V{1 - 4[E:Jo[E2]o/n[[E:]Jo[E2]o/n + K]7}] (714) 

ят = [Ш (715) 

[E:Jo/(K2[Ez]o/Km — 1/т) + К/(А2 [Е2]о/ Км - 1/7) = 

= (1/п)/(К›/Км) — К /Км) (716) 

Измерив т при разных [Е!]о и [E2]o, можно с помощью нелиней- 

ной регрессии рассчитать k2/Km, Км и К. Если ko/Km известно и 

[Е о = [Ex]o/n, то можно также определить А; /Км и К по следую- 

щему уравнению: 

1/(7[E2]o) = К /Км + УК] пА2/Км — ПЕ /Км! X 

x V(1/[Ez]o) К2/Км — 1/7Е2]о| (717) 

Наиболее чувствительный способ обнаружения канального эф- 

фекта при комплексообразовании — это добавление в реакционную 
смесь меченного изотопами промежуточного соединения с последу- 

ющим отделением конечного продукта от исходных веществ и про-
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межуточного продукта. Если реакция протекает полностью по 

канальному механизму, то радиоактивность в продукте не обнару- 

живается. При отсутствии канального механизма изотопная метка 

равномерно распределяется между промежуточным и конечным 

продуктами. В случае частичного протекания реакции по канально- 

му механизму радиоактивность продукта обратно пропорциональна. 

доле молекул, превращенных по этому механизму. Разумеется, та- 

кой анализ можно проводить и в обратном порядке, т.е. к первому 

ферменту добавлять радиоактивный субстрат и далее «разбавлять» 

нерадиоактивным промежуточным продуктом. При протекании ре- 

акции полностью по канальному механизму удельная радиоактив- 

ность конечного продукта будет той же, что у субстрата первого 

фермента. При отсутствии такого механизма радиоактивность ко- 

нечного продукта будет пропорционально уменьшаться с разбавле- 

нием, а при частичном протекании реакции по канальному 

механизму величина разбавления будет обратно пропорциональна 

доле молекул, превращенных по последнему механизму. 

Например, рассмотрим нашу — первоначальную — систему 
91 k2 

A-—>S-—P, для которой в стационарном состоянии с учетом (674), 

(662), (672) справедливо следующее уравнение: 

[Р] = uit + (ui /k2)(exp (— k2t) - 1) (718) 

Если в сопряженную реакцию вводят радиоактивный субстрат 

A* и разбавляют систему нерадиоактивным $, то при полном OT- 

сутствии канального механизма удельная радиоактивность продук- 

та Р равна 

ry = [uyt + (и1/К>)(ехр (— k2t) — 1)]/[oit + 

+ (v;/k2)(exp (— k2t) — 1) + а - exp (— №21))] (719) 

В случае частичного протекания реакции по канальному механизму 

г. = ut/[v,t + [$] — exp (-^21))| (720) 

а если реакция происходит полностью по канальному механизму, 

удельная радиоактивность продукта 

в=1 (721) 

В некоторых случаях ориентировочные сведения о наличии или 

отсутствии канального механизма можно получить исходя из кине- 

тических данных, полученных при введении нерадиоактивных суб- 

страта и промежуточного соединения. 

Канальный эффект можно обнаружить путем улавливания само-
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го промежуточного продукта или путем изучения возможных по- 

бочных реакций. Улавливание может, например, заключаться в 

применении подходящего растворителя, растворяющего промежу- 

точный продукт, но не растворяющего субстрат и конечный про- 

дукт. Если преобладает канальный эффект, то активность второго 

фермента не уменьшается (концентрация поступающего к нему про- 

межуточного продукта не изменяется), тогда как в соответствии с 

долей уменыпения канального эффекта растворитель экстрагирует 

промежуточный продукт, и из-за этого активность второго фермен- 

та убывает. Аналогичный подход — разработанный Фридрихом ме- 

тод добавки фермента  (ептуте probe), при котором 

промежуточный продукт подвергают разложению под действием 

третьего фермента, добавляемого в систему. При канальном эффек- 

те этот дополнительный фермент не имеет доступа к промежуточ- 

ному продукту, и поэтому активность второго фермента комплекса 

не меняется. 

Для обнаружения канального эффекта используют также побоч- 

ные реакции промежуточного продукта. Если, например, промежу- 

точный продукт способен химически взаимодействовать с 

каким-либо веществом, присутствующим в системе, а субстрат и 

продукт с этим веществом не взаимодействуют, то о наличии ка- 

нального эффекта свидетельствует 7 отсутствие второй реакции (о 

чем можно судить по данным спектрофотометрического, спектро- 

флуорометрического, микрокалориметрического и других методов). 

Наиболее эффективной формой фермент-ферментного взаимо- 

действия являются каскадные реакции ферментов. При этом обра- 

зование ферментного комплекса в действительности заключается в 

активации второго фермента, который в свою очередь активирует 

третий, четвертый и т.д. вплоть до n-ro фермента. 

Е; + активатор 

робитивир 

= 
ES pseuruen) 
— 

— 

Е < Е (ак пм тивир.)
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эффект контакта 

Xl Ха 

Х! Xia | 

Jott aN и 

|X Фосфолипил Ха, Villa МИ 

J oo Ny aw у фосфолипид 
Ха, \а V 

Catt 

фосфолипид 
протромбин тромбин 

фибриноген фибрин 

Рис. 47. Схема каскадных реакций при свертывании крови. Факторы УШа и Va сти- 

мулируют активность факторов [Ха и Ха. 

Реакция, приводящая к активации, может быть обратимой, если 

происходит дезактивация под действием другого фермента, или не- 

обратимой, если дезактивирующий фермент отсутствует. 

В случае обратимой реакции 

Бактивир/„ = [(КЕ/[Е! — активатор] + 1)(А,/ К)" + 
+ (КИТ... ++ 17! (722) 

roe Аги А; — константы. скорости лимитирующих стадий реакций 

активации и дезактивации соответственно (предполагается, что это 

величины одного порядка). Если k,/ke = 10, то в зависимости OT 

числа стадий в каскаде будет происходить относительная активация 

в 9,1; 83; 833; 8333 и т. д. раз. 

Наиболее известная каскадная система, состоящая из необрати- 

мых стадий, — свертывание крови, важность которой не нужно 

объяснять (рис. 47). | 

3.2.7. Кинетика параллельных ферментативных реакций. В случае 

параллельных ферментативных реакций два фермента катализиру- 

ют одну и ту же реакцию. Тогда скорость реакции равна 

Vo = [5] Гтах,1/(Км.1 + [S]) + [$] Итах,2/(Км,2 + [S]) = 

= ([S](Km,2 Vmax,1 + Км,1 Vmax,2) + ([S]?(Vimax,1 + 

+ Vmmax,2)]/[Km,1Km,2 + [S](Km,1 + Км,2) + [S]7] (723)
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Если Км фермента с большей Vmax имеет меньшую величину, то 

фермент с меньшей Vmax, имеющий большую Км, может He обнару- 

живаться. Если величины Км обоих ферментов близки, но значения 

их Vmax различаются, то экспериментальные данные указывают на 

наличие одного фермента, у которого наблюдаемая Г пах, набл = 

= Утах,1 + Vmax,2. Если равны обе величины Vmax, а различны Km, 

либо и Vmax, и Км различны, то будет наблюдаться кажущаяся ак- 

тивация избытком субстрата. 

3.3. СПЕЦИФИЧЕСКОЕ ИНГИБИРОВАНИЕ 

Существуют реагенты, способные взаимодействовать более или 

менее специфично с той или иной боковой цепью белков, что приво- 

дит к ингибированию активности фермента. В принципе это явле- 

ние позволяет нам изучать природу аминокислотных боковых 

остатков, принимающих участие в данной ферментативной реак- 

ции. Однако на практике следует учитывать многочисленные тон- 

кости, делающие однозначную интерпретацию результатов, полу- 

ченных со специфическими ингибиторами, довольно трудной и за- 

частую сомнительной. Прежде всего, чтобы реакция с ингибитором 

подходила для изучения природы участвующих в реакции боковых 

цепей, она должна удовлетворять следующим критериям *: 1) быть 

специфичной, т.е. ингибитор должен блокировать только нужные 

группы; 2) ингибировать активность фермента, и это ингибирова- 

ние должно становиться полным при увеличении числа модифици- 

рованных групп; 3) реагент не должен вызывать неспецифическую 

денатурацию белка. 

Согласно так называемой «классической» концепции, специфиче- 

ское ингибирование может быть конкурентным, неконкурентным, 

бесконкурентным, или смешанным (см. ниже). Однако в настоящее 

время также выделяют несколько подгрупп, чтобы правильно оце- 

нить различные типы ингибирования. Первоначальная номенклату- 

ра также была частично изменена. 

В данной главе обусуждается обратимое ингибирование только 

таких ферментативных реакций, которые подчиняются предположе- 

нию о быстром установлении равновесия. 

3.3.1. Конкурентное ингибирование (competitive inhibition). Конку- 

рентное ингибирование было открыто при изучении ингибирования, 

* Необходимо подчеркнуть, что, даже если эти условия выполняются, нет гаран- 
тии, что данная реакция будет практически подходить для указанной цели.
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вызываемого аналогами субстрата. Классическим примером тому 

является ингибирование сукцинатдегидрогеназы малоновой кисло- 

той или ингибирующее действие аналога кофермента, пиридинсуль- 

фоновой кислоты, на лактатдегидрогеназу. 
В этих случаях химические структуры ингибитора и субстрата 

аналогичны, поэтому вполне разумным кажется объяснение, что ин- 

гибитор связывается с той же группой (группами) на поверхности 

белка, что и субстрат. Поскольку из-за сходства химической струк- 

туры аналог занимает на поверхности фермента участок связыва- 

ния субстрата, последний не может связаться с белком, и поэтому 

активность фермента уменьшается. Здесь субстрат и его аналог 

конкурируют за участок связывания субстрата на белке, и этот тип 

ингибирования был назван конкурентным. 

Такие представления о механизме ингибирования были под- 

тверждены экспериментами по кинетике реакций конкурентного ин- 

гибирования. Так, было показано, что в случае конкурентного 

ингибирования аналог субстрата не влияет на скорость разложения 

уже образовавшегося комплекса фермент—субстрат, т.е. при ис- 

пользовании «бесконечно большого» избытка субстрата получается 

одна и та же максимальная скорость как в присутствии, таки в 

отсутствие ингибитора. Напротив, ингибитор влияет на величину 

константы диссоциации и константы Михаэлиса. Из этого можно 

сделать вывод, что ингибитор реагирует с группами белка, уча- 

ствующими тем или иным образом в связывании субстрата, следо- 

вательно, из-за взаимодействия его с этими группами прочность 

связывания субстрата уменьшается (т.е. уменьшается число моле- 

кул фермента, способных связывать субстрат). 

Позже было показано, что кинетически конкурентное ингибиро- 

вание может быть вызвано не только аналогами субстратов, но и 

другими реагентами, химическая структура которых абсолютно от- 

личается от структуры субстрата. В этих случаях также предполага- 

лось, что данный реагент взаимодействует с группой, ответствен- 

ной за связывание субстрата. 

Теоретически на активном центре фермента можно различить 

два участка: 1) центр связывания, ответственный за связывание 

субстрата, и 2) каталитический центр (или, по другой номенклату- 

ре, активный центр), способствующий превращению (разложению) 

уже связанного субстрата. Эти участки обычно представляются в 

виде углублений (карманов) на поверхности фермента; они содер- 

жат аминокислотные боковые цепи, которые непосредственно при- 

нимают участие в связывании или катализе.
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Для конкурентного ингибирования теоретически могут сущест- 

вовать две возможности: 

1) связывающие и каталитические центры фермента перекрыва- 

ются; ингибитор связывается с ними, но влияет только на группы 

центра связывания; 

2) центр связывания и каталитический центр в молекуле фермен- 

та пространственно обособлены; ингибитор взаимодействует с 

центром связывания. 

С кинетической точки зрения Диксон подразделил конкурентное 

ингибирование на два типа. 

3.3.1.1. Полностью конкурентное ингибирование (purely competitive 

inhibition). Все группы, связывающие субстрат, способны реагиро- 

вать с ингибитором, поэтому, если последний взят в достаточно 

высокой концентрации, он может полностью блокировать реакцию 

фермента. В этом случае можно предположить существование сле- 

дующих элементарных стадий реакции (при условии, что выполня- 

ется кинетика Михаэлиса—Ментен со всеми ранее подробно 

обусжденными предпосылками и ограничениями): 

ES>E+P Ks = [EJ[S]/[ES] (724) 
EI К = (EJU/(EU (725) 

где [ — ингибитор, а Ат — константа диссоциации комплекса фер- 

мент—ингибитор. 

Относительная скорость (отношение скорости ферментативной 

реакции, измеренной в присутствии ингибитора (v;), к максималь- 

ной скорости) равна 

E+S 

E +I 

> 

> 

vi/ V = [Е$]/[Е]т (726) 

поскольку для общей концентрации фермента справедливо 

[Вт = [Е] + [ES] + [EI] (727) 

то 

1Ии; = (Ks/V[S])Q + Ш/К) + ШИ (728) 

Очевидно, если [I] = Ki, то наклон прямой линии становится вдвое 

больше, чем для зависимости 1/и от [$] (Uo — скорость фермента- 

тивной реакции в отсутствие ингибитора). 

Тип ингибирования так же, как и значение К!, обычно определя- 

ют графически. При графическом представлении Uo обозначает на- 

чальную скорость независимо от того, измеряем ли мы начальную
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{9 =Ко (Ky 4{1))/VKy tga=1/V 

[1], 
(11, 

7 

Vi vis] [5] 
-(1/ Кок y/(Ky+(1))] —Kg (Ky + (1))/ Ay) 
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Up Up /(Up- Yj) | tgt=Ky(14[S]/ Kg) 
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Рис. 48. Графический анализ конкурентного ингибирования. а — график Лайнуиве- 

ра — Берка; 6 — график Хейнса; в — график Иди — Хофсти; г — график Уэбба. 

скорость неингибированного фермента или начальную скорость ре- 

акции, катализируемой ингибированным ферментом (и). На 

рис. 48,а—в приведены графики для конкурентного ингибирования 

в координатах Лайнуивера—Берка (1/ш от 1/[S]), Хейса ([5]/и от 

[5]) иИди—Хофсти (или Августинсона) (Uo от Uo/[S]). Во всех случа- 

ях штриховые линии соответствуют значениям, полученным для 

фермента в отсутствие ингибитора. Чтобы определить тип ингиби- 

рования, можно воспользоваться методом Уэбба. В этом случае 

строят зависимость обратной величины доли сохранившейся актив- 

ности (т.е. активности фермента в присутствии ингибитора по 

сравнению с активностью неингибированного фермента) Uo/(UVo — Ui) 

от 1/{I] (рис. 48,2). Напротив, метод Хантера и Даунса основан 

на расчете доли ингибированной активности фермента: (a = и/ 0).
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Поскольку, 1 — и = 1 — vj/vo, то имеем 

a/(1 — a) = uj/(vo — vi) (729) 

Используя эти соотношения, уравнение конкурентного ингибирова- 

ния можно привести к следующему виду: | 

[Пи - “)] = А + Ki[S]/Ks (730) 

Строят графическую зависимость [I]{a/(1 — aw)] от [$] (ис. 49,а). 

Для определения константы ингибирования чаще всего использу- 

ют так называемый график Диксона. Уравнение конкурентного ин- 

гибирования представляется в следующем виде: 

1Ии; = (A/V) + Ks/[S] + Ks[I]/ V[S]K1 (731) 

(1 [oe /(1-a)) tgou=K,/K, 1/Up tga=Ks/V(S)K, 

a [$] 

К (ИИКС}»к)Д$}] © _ 

V/V 
| 

-Ks [5] “К (1) 
а К (ИК 6 

00/ (Up - Uj) Uy 

— 

ss 
a 

1/1] (1) 

Рис. 49. Графический анализ конкурентного ингибирования. а — график Хантера — 

Даунса; 6 — график Диксона; в — график Уэбба для неполностью конкурентного ин- 

гибирования; г — график Диксона для неполностью конкурентного ингибирования.
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Если построить зависимости 1/ш от [I] при различных [5], то 

абсцисса общей точки пересечения этих прямых линий дает конс- 

танту ингибирования (рис. 49,6). 

На всех рисунках [I]; < [I]2 и [$]1 < [$]2, а Пи [$] (6e3 индексов) 

в уравнениях для наклонов прямых или отсекаемых отрезков отно- 

сятся к концентрации для соответствующей кривой. 

3.3.1.2. Неполностью конкурентное ингибирование (partially 

competitive inhibition). Ингибитор лишь частично блокирует суб- 

стратсвязывающие группы фермента, поэтому он не способен пол- 

ностью помешать присоединению субстрата. Для неполностью 

конкурентного ингибирования следует рассмотреть такие элемен- 

тарные стадии: | 

E+S@ES>E+P Ks = [Е1[$1/[Е$]| (cp. (724)) 
E+12EI К = (EJUVIEW ~~ (cp. (725) 

Е +5215 “Е +Р Kg = (EI][S]/[EIS] (132) 

Е$+12Е1$ > ЕЕ +Р Ky = [ЕЗ ПЕ] (733) 
ии И = ({ES] + [ЕЛЕ (734) 

[Е]т = [Е] + [ES] + [EIS] + [ЕП (735) 
1/v; = (Ks/V[S))[Ki/((] + Ki] + (КИСКУ + Ш) + 1/V (736) 

КИК/= Ks/Ké (737) 

Kak полностью, так и неполностью конкурентное ингибирование 

качественно дают одни и те же графики в координатах Лайнуиве- 

ра—Берка, Хейнса, Иди—Хофсти или Хантера и Даунса. Тем He Me- 

Hee эти типы ингибирования можно различить с помощью 

графиков в координатах Уэбба или Диксона. Согласно первому из 

этих методов, прямые линии в случае неполностью конкурентного 

ингибирования не пересекаются на оси ординат, так как для данной 

концентрации субстрата в присутствии ингибитора, независимо OT 

концентрации субстрата, мы получаем единственную прямую (рис. 

49,в). Разные прямые, показанные на рис. 49, в, соответствуют раз- 

ной силе взаимодействия между субстратом и ингибитором, кото- 

рая увеличивается от верхних прямых к нижним. 
Координаты Диксона не дают прямых линий, поскольку функ- 

ция 1/vo от [I] является гиперболой (рис. 49,2) или другой нелиней- 

ной зависимостью. 

Наклон прямых в координатах Лайнуивера--Берка зависит OT 

[I]. Это является основой для классификации Клеланда. Она разли-
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((S},-(S))/t tg om j=-Ky( 1+ (1); /K7) 

у — “<. 

% = 

K - м 3 м/ Ky 

и” “м 

(1/t)In((S]g/{S)) № 1] 
a 1 6 

Рис. 50. Графический анализ интегральной формы уравнения для полностью KOHKy- 

рентного ингибирования. 

чает линейное конкурентное ингибирование (т.е. полностью конку- 

рентное ингибирование, когда наклон прямых линий в двойных 

обратных координатах является линейной функцией []]), гиперболи- 

ческое и параболическое конкурентное ингибирование. В случае ги- 

перболического ингибирования наклон прямых зависит OT [I] по 

гиперболическому закону, и это соответствует неполному конку- 

рентному ингибированию, детально рассмотренному выше. В слу- 

чае параболического конкурентного ингибирования, наклон прямой 

линии в двойных обратных координатах умножается на множитель 

(1 +а[П + b[I]*), что отвечает процессу, в котором с одной субъ- 

единицей фермента связываются две молекулы ингибитора. В этом 

случае координаты Диксона также дают параболу. На еще более 

сложный механизм указывает зависимость наклона прямой от кон- 

центрации ингибитора [I] по так называемой функции 2/1, когда 

появляется множитель (1 +а[П + Ь[1?)/(1 + c[I]). Коэффициенты 

а, Би с обозначают константы. 

3.3.1.3. Интегральное уравнение для полностью конкурентного ин- 

гибирования. Зависимость полностью конкурентного ингибирова- 

ния от времени описывается уравнением 

d[P]/dt = Vmax/[1 + Km/({So] — [P])](1 + [I]/K1) (738) 

Интегрируем его no ¢ и подставляем значение [Р]: 

([5]о — [S])/t = Vinax — Ам + [I]/7K1)(1/9 In ([S]o/[S]) (739)
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Построив график зависимости ([$]о — [$])/Ё от (1/В In ($ ]о/[$]), 

получим прямые, наклон которых является функцией [I] (рис. 50,a). 

График зависимости тангенсов угла наклона прямых, взятых с 

обратным знаком, от [I] представляет собой прямую, пересекаю- 

щую ось ординат в точке Km, и ось абсцисс — при (— Kz) (рис. 50,6). 

3.3.1.4. Кажущееся конкурентное ингибирование (apparently 

competitive inhibition). В последние годы появились сомнения OTHO- 

сительно корректности одинаковой интерпретации конкурентного 

ингибирования для всех случаев, т.е. утверждения, что при конку- 

рентном ингибировании ингибитор связывается с тем же участком, 

что и субстрат. В свою очередь было показано, что связывание не- 

которых ингибиторов с белком изменяет его стерическую структу- 

ру. Таким образом, в некоторых случаях причиной ингибирующего 

эффекта является изменение нативной конформации белка, а не из- 

менение функции модифицированной группы. При этом может на- 

блюдаться ингибирование, по кинетике напоминающее конкурент- 

ное. Однако по своему механизму оно не является конкурентным 

ингибированием, так как ингибитор не взаимодействует с группой, 

связывающей субстрат. В качестве объяснения можно представить 

себе следующие возможности: 

а) Ингибитор не присоединяется к группе, связывающей суб- 

страт, однако, реагируя с белком, он изменяет его пространствен- 

ную структуру, тем самым ингибируя его активность (теория 

индуцированного несоответствия Tepxapma и Парди). Если суб- 

страт, связанный с белком, принимает некоторое участие в стаби- 

лизации нативной конформации белка, то восстановить простран- 

ственную структуру, нарушенную ингибитором, можно в присутст- 

вии большей концентрации субстрата, и вследствие этого восстано- 

вится первоначальная активность фермента. В этих примерах будет 

наблюдаться кажущееся конкурентное ингибирование, т.е. ингиби- 

рование, которое выглядит как конкурентное, но на самом деле та- 

ковым не является, так как в отличие от ингибитора субстрат 

присоединяется к другому участку фермента. Поэтому можно ут- 

верждать, что субстрат и ингибитор конкурируют не за участок 

связывания, а за конформацию, необходимую для проявления ак- 

тивности фермента. 

6) Возможна также ситуация, противоположная вышеописан- 

ной. Субстрат, связанный с ферментом, модифицирует конформа- 

цию белка так, что он становится способным катализировать 

реакцию (теория индуцированного соответствия Кошланда). Если
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ингибирующая частица, будучи связанной с белком, препятствует 

такому действию субстрата, либо она способна возвратить модифи- 

цированную молекулу в ее исходное (каталитически неактивное) со- 

стояние, то также наблюдается кажущееся конкурентное ингибиро- 

вание, хотя реагент и субстрат и не присоединяются к одним и тем 

же группам. В обоих случаях (а) и (6) единственное условие, кото- 

рое должно выполняться, — чтобы действие как субстрата, так и 

ингибитора было пропорционально их концентрации. Тогда будет 

преобладать действие того вещества, относительная концентрация 

которого по сравнению с константой диссоциации будет больше. 

Если два таких лиганда взаимно препятствуют связыванию друг 

друга, будет наблюдаться полностью конкурентное ингибирование, 

тогда как если они лишь ослабляют связывание друг друга, будет 

наблюдаться кажущееся неполностью конкурентное ингибирование. 

Эти представления были подтверждены экспериментальными 

данными о том, что мочевина и гуанидинхлорид, которые, как из- 

вестно, изменяют конформацию белков, конкурентно ингибируют 

некоторые ферменты. 

Если приобретение ферментом конформации, необходимой для 

его каталитической активности, представляется не по модели инду- 

цированного соответствия Кошланда, а согласно теории флуктуа- 

ционного соответствия Штрауба—Саболчи, то для кажущегося 

конкурентного ингибирования мы приходим к аналогичным резуль- 

татам. Опираясь на теоретические исследования Линдерштрем- 

Ланга и Шеллмана, эта теория предполагает, что белки-ферменты 

в растворе могут существовать в виде многочисленных «нативных» 

структур, находящихся в равновесии, благодаря их практически 

одинаковой устойчивости. Другими словами, подвижность — глав- 

ная характеристика структуры белка, и не существует единственной 

жесткой нативной конформации; пространственная структура фер- 

мента непрерывно совершает переходы между несколькими термо- 

динамически разрешенными состояниями. Субстрат может присое- 

диняться к белку только в одном определенном состоянии, причем 

вследствие образования связи он стабилизирует данную структуру. 

Так как различные возможные нативные конформации находятся в 

равновесии друг с другом, присоединение субстрата к этому струк- 

турному состоянию приводит к сдвигу равновесия в сторону той 

конформации, которую стабилизирует субстрат. Возможный меха- 

низм появления кажущегося конкурентного ингибирования может 

следовать той же логике, что и для уже описанной модели индуци- 

рованного соответствия.
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в) Хотя ингибитор и субстрат связаны с разными группами, все 

же первый способен стерически затруднять присоединение последне- 

го, например, если группы, связывающие эти два вещества, распо- 

ложены достаточно близко друг к другу, либо если обе молекулы 

или одна из них являются достаточно крупными. Данная (послед- 

няя) возможность особенно легко реализуется, если ингибитор так- 

же является белком (например, антитело в иммунохимических 

исследованиях) и поэтому соизмерим с молекулой фермента. Если 

связывание зависит от относительных концентраций антитела- 

ингибитора и субстрата, вытесняющих друг друга с поверхности 

фермента, может наблюдаться кажущееся конкурентное ингибиро- 

вание. Так, например, при изучении ингибирования, вызываемого 

четвертичными солями аммония различного размера, по отноше- 

нию к активности ацетилхолинэстеразы удалось определить рассто- 

яние между центрами связывания аниона и расщепления эфирной 

связи, равное 0,5 нм. 

г) Аллостерическое конкурентное ингибирование также является 

одной из форм кажущегося конкурентного ингибирования. Однако, 

учитывая его важнейшую роль в регуляции метаболизма, целесоо- 

бразно рассмотреть его более детально ниже (см. разд. 3.8). 

3.3.2. Неконкурентное ингибирование (non-competitive inhibition). 

При неконкурентном ингибировании специфический ингибор не вли- 

яет на константу диссоциации комплекса фермент—субстрат. С дру- 
гой стороны, максимально достижимая скорость реакции меньше 

в присутствии ингибитора, чем в его отсутствие, даже при бесконеч- 

но большом избытке субстрата. Наличие ингибирования доказыва- 

ет, что ингибитор связывается с белком. Неизменность константы 

диссоциации как в присутствии, так и в отсутствие ингибитора в 

свою очередь указывает на то, что в отличие от субстрата ингиби- 

тор связывается с другой группой. С теоретической точки зрения, 

механизм подобного ингибирования может быть интерпретирован 

различными способами. 

а) Центр связывания и каталитический центр фермента различ- 

ны. В этом случае ингибитор, связанный с каталитическим цент- 

ром, уменьшает активность фермента и максимально достигаемую 

скорость, не влияя на образование комплекса фермента с суб- 

стратом. 

6) Центр связывания и каталитический центр перекрываются на 

поверхности фермента, а ингибитор связывается с другими группа- 

ми белка. Благодаря связыванию ингибитора с поверхностью фер- 

мента конформация белка изменяется и становится неблагоприят-



Специфическое ингибирование 193 

ной для осуществления катализа, несмотря на легкость образования 

комплекса фермента с субстратом и неизменность константы его 

диссоциации. 

в) Ингибитор не связывается ни с каталитическим центром, ни 

с центром связывания, и при этом не влияет на конформацию бел- 

ка. Тем не менее он может локально изменять распределение заряда 

на участке поверхности белка. Ингибирование активности может 

происходить и в этом случае, если, например, делается невозмож- 

ной ионизация групп, существенных для проявления активности, 

или, если наоборот происходит ионизация групп, активных только 

в неионизованной форме. Такое явление наблюдается главным об- 

разом при использовании сильнокислых или сильнощелочных ре- 

агентов. Например, в случае фумаразы ингибирующее действие 

одновалентных ионов можно объяснить исходя из предположения, 

что они влияют на ионизацию групп в каталитической полости. 

Кинетически неконкурентное ингибирование можно разделить на 

две подгруппы (разд. 3.3.2.1 и 3.3.2.2). 

3.3.2.1. Полностью неконкурентное ингибирование (purely non- 

competitive inhibition). Ингибитор и субстрат не влияют Ha связыва- 

ние друг друга с ферментом, но комплексы фермента, содержащие 

ингибитор, совершенно неактивны. В таком случае можно предпо- 

ложить следующие элементарные стадии: 

E+S2ES>E+P К = [Е] [$] /[ЕЗ] (р. (724)) 
Е+ = Ky = [Е ШИЕП (ср. (725)) 

ES + 12 ESI Ку = [ES](I]/({ESY (740) 

Е + 5 = ESI Ks = [Е $] /[ЕЗП (741) 

vi/V = [8$] /Е]т = (cp. (726)) 

[Е т = [Е] + [ES] + [EI] + [ESI] (cp. (735)) 

1/u; = (Ks/V[S))d + (T]7Ar) + (7V)C1 + Ш/Ку) (742) 

Если [I] = Ат, величины наклонов прямых и ординаты точки пересе- 

чения с вертикальной осью удваиваются по сравнению с 1/ш. Гра- 

фическое представление полностью неконкурентного ингибирования 

показано на рис. 51,а—е в координатах Лайнуивера—Берка, Хейнса, 

Иди—Хофсти, Уэбба, Хантера и Даунса и Диксона соответственно. 

3.3.3.2. Неполностью неконкурентное ингибирование (partially поп- 

competitive inhibition). Комплексы, содержащие ингибитор, частич- 

но сохраняют активность и могут превращать субстрат, хотя и с 

меньшей скоростью. В этом случае элементарные стадии, которые 

13-1
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Рис. 51. Графический анализ неконкурентного ингибирования в координатах: а — 

Лайнуивера — Берка; 6 — Хейнса; в — Иди — Хофсти; г — Уэбба; д — Хантера — 

Даунса; е — Диксона. 

следует принимать во внимание, таковы. 

E+S2ESSE+P — К = [Е 51/5 (р. (724)) 
E+I12EI К = ЕЛЕ! — (р. (725) 

ES +12 Е51 * El+P К = [ЕЯ ШЕИ (cp. (740) 

+5289 В+Р Xs = [EIJ[S]/IESI] (cp. (141) 
и = (V' [ES] + V" [ESI)/[Eh (743) 

[E]r = [E] + [ES] + [ЕП + [Е$] ‘cp. (735)) 
1/v; = ((Ki + (ID)/(V' Ki + V" [Ша + Кз/[$]) (744)
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"у 

[$], 

[$]. 

Рис. 52. График Диксона для непол- 
ностью неконкурентного ингибиро- 

(1) вания. 

где V’ u V” — максимальные скорости разложения комплексов ES 

и ESI соответственно. В действительности Г’ = Vmax, И мы испо- 

льзуем различные обозначения только для того, чтобы привлечь 

внимание к необходимости проведения расчетов с двумя видами 

скорости. 
Неполностью неконкурентное ингибирование в координатах 

Лайнуивера—Берка, Хейнса, Иди—Хофсти, Хантера и Даунса и 

Уэбба дает кривые, аналогичные кривым для случая полностью 

неконкурентного ингибирования. Эти два вида ингибирования можно 

отличить только в координатах Диксона, поскольку в них получа- 

ются гиперболы (рис. 52), параболы и другие кривые в отличие от 

прямых линий, характерных для полностью неконкурентного инги- 

бирования. 

Для неконкурентного ингибирования и ордината точки пересече- 

ния прямых с вертикальной осью, и наклон прямых являются функ- 

цией от [I]. Полностью неконкурентное ингибирование, согласно 

Клеланду, является простым неконкурентным ингибированием с 

линейными зависимостями ординат точек пересечения и наклонов 

oT [I]. Клеланд различает типы неконкурентного ингибирования с 

линейной зависимостью ординаты и параболической зависимостью 

наклона, параболической зависимостью ординаты и параболической 

зависимостью наклона, гиперболической зависимостью ординаты и 

зависимостью наклона по функции 2/1 и т.д. (возможны любые 

комбинации зависимостей ординаты и наклона OT [I] согласно ли- 

нейной, гиперболической, параболической и 2/1-функциям). Все они 

принадлежат к группе неконкурентного ингибирования. 

Подобный анализ, т. е. построение вторичной зависимости орди- 

нат точек пересечения с вертикальной осью и наклонов прямых в 

координатах Лайнуивера—Берка от концентрации ингибитора дает 

новую информацию о механизме ингибирования.
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3.3.2.3. Интегральное уравнение для полностью неконкурентного 

ингибирования. Уравнение зависимости скорости реакции от време- 

ни для полностью неконкурентного ингибирования: 

ЧР] АЕ = Vmax/[1 + ШИК! + Km/((S]o — [РА + Ш/Ау] (745) 

После интегрирования и подстановки значения [Р] получаем 

([$]о — [S])/t = Vmax/(1 + Ш/К1) — Km (1/2) In (5]о/[5]) (746) 

Графическое представление уравнения (746) показано на 

рис. 53,а. Наклон прямых линий равен (— Km), а ордината их пере- 

сечения с вертикальной осью является функцией [I]. На рис. 53,6 

продемонстрировано, что путем построения графика зависимости 

величин, обратных ординатам точек пересечения, OT [I] получают 

прямую линию, отсекающую на осях координат отрезки, из кото- 

рых можно определить (1/ Vmax) и (-К\). 

3.3.2.4. Кажущееся неконкурентное ингибирование. Если ингибитор 

способен связываться с центром связывания субстрата (конкури- 

рующий компонент), а также с другим участком молекулы белка 

в комплексе фермент—субстрат (неконкурирующий компонент, см. 

разд. 3.3.3), в некоторых случаях может наблюдаться ингибирова- 

ние, формально аналогичное неконкурентному. Условием для этого 

является равенство константы диссоциации комплекса фермент— 

ингибитор и константы диссоциации тройного комплекса фер- 

мент—ингибитор—субстратор при отщеплении ингибитора. 

V/(Ax{1 1/Ky) 
я 

\\ с 
СХ ГЕ МИ 

aN . -Км Е a 
< 42 

xo 
5 c 

> 41 
„” V 

(1/é)In (510/15) BY 1] 
а 1 6 

Рис. 53. Графический анализ интегрального уравнения для полностью неконкурент- 

ного ингибирования.
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3.3.3. Бесконкурентное ингибирование (incompetitive inhibition). 

Этот тип ингибирования в литературе называют также антиконку- 

рентным или сопряженным ингибированием, однако термин «бе- 

сконкурентное ингибирование» используется наиболее широко. 

Характеристикой этого типа ингибирования является то, что инги- 

битор не способен присоединяться к ферменту, но он присоединяет- 

ся к комплексу фермент—субстрат. Здесь также можно выделить 

несколько разновидностей. 

3.3.3.1. Полностью — бесконкурентное ингибировние (ригеёу 

uncompetitive inhibition). В этом случае комплекс, содержащий инги- 

битор, полностью неактивен 

Е+5 => Е 5 E+P Ks = [Е [$] /[Е $] (cp. (724)) 

ES + [2 ESI - Ay = [Е] Ш/ИЕЗИ (cp. (740)) 

ии У = [ES]/[E] (cp. (726)) 

[Е]т = [Е] + [ES] + [ESI] (747) 

1И и; = Ks/V[S] + (1/И)( + [I]/K1) (748) 

Графики для полностью бесконкурентного ингибирования в ко- 

ординатах Лайнуивера—Берка, Хейнса, Иди—Хофсти (называемых 

некоторыми авторами также координатами Августинсона), Ханте- 

ра — Даунса, Уэбба и Диксона приведены на рис. 54,а—е соответ- 

ственно. 

3.3.3.2. Неполностью бесконкурентное ингибирование (partially 

uncompetitive inhibition). Здесь ингибитор также может связываться 

с уже образовавшимся комплексом фермент—субстрат, а не CO сво- 

бодным ферментом, но комплекс, содержащий ингибитор, частично 

активен, скорость его разложения ниже, чем для фермент-субстрат- 

ного комплекса в отсутствие ингибитора: 

Е+52 Е5 > Е+Р Ks = [E][S]/[ES] (ср. (724)) 

Е$ +12 Е$1 “Е +1+Рр K;=[ESJ[IJ/{ESI] (cp. (740)) 
и = [Е] И’ + [Е] И”)/[Е]т (ср. (743)) 

[E]r = [Е] + [ES] + [ESI] (ср. (147) 
1/v; = [IV Kr + И" ШУ + Kil + Ks/[S))] (749) 

Графическое представление данного типа ингибирования любым 

из уже обсуждавшихся способов дает графики, идентичные гра- 

фикам ингибпрования смешанного типа (см. ниже, разд. 3.3.4,
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Рис. 54. Графическое представление бесконкурентного ингибирования в координатах: 

а — Лайнуивера — Берка; 6 — Хейнса; в — Иди — Хофсти; г — Хантера — Даунса; 

д — Уэбба; е — Диксона.
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Рис. 55. Графический анализ интегрального уравнения для полностью бесконкурент- 

ного ингибирования. 

> 

рис. 56). Единственным различием между этими типами ингибиро- 

вания является то, что координаты пересечения с осями абсцисс и 

ординат противоположным образом зависят OT [Ци Ay, т.е. для 

неполностью бесконкурентного ингибирования точка пересечения 

прямых с осью ординат зависит от указанных параметров таким 

же образом, как координата точки пересечения прямых с осью абс- 

цисс для смешанного ингибирования. 

3.3.3.3. Интегральное уравнение для полностью бесконкурентного 

ингибирования. Зависимость скорости реакции от времени для пол- 

ностью бесконкурентного ингибирования выглядит следующим 

образом: 

d[P]/dt = Vmax/{(1 + [I]/Ki) + [Км/(($]о — [P])]} (750) 

Интегрирование и подстановка значения [Р] приводит к уравнению 

([$]о — [$])/Ё = Vinax/(1 + [П/Ку - 

— [Км/а + Ш/К)И In (5]о/[5]) (751) 

Таким образом, при обычном графическом представлении кон- 

центрация ингибитора влияет как на наклон, так и на ординату точ- 

ки пересечения с вертикальной осью (рис. 55,4). Строя график 

зависимости величины, обратной наклону, с противоположным 

знаком от [I], получаем Км и К! (рис. 55,6), а график зависимости
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величины, обратной ординате точки пересечения с осью Y, от [I] 

дает величины Vmax И Ат (рис. 55,6). 

3.3.3.4. Кажущееся бесконкурентное ингибирование (apparently 

uncompetitive inhibition). Это фактически случай, противоположный 

полностью неконкурентному ингибированию. Субстрат не реагиру- 

ет со свободным ферментом, а реагирует только с уже образовав- 

шимся комплексом фермент—ингибитор. Образованный таким 

образом тройной комплекс претерпевает внутримолекулярную пере- 

группировку или конформационное изменение, и получается неак- 

тивный комплекс. Константа равновесия этой реакции — Ат — здесь 

является не константой диссоциации комплекса фермент 

ингибитор, а так называемой «константой внутренней конверсии»: 

Е +5 =ЕШБ - El +Р К = [EI][S]/(EIS] (752) 

EIS = IES Ат = [EIS]/[(ITES] (753) 

ИТ = [EIS]/[E]r (754) 

[Е т = [EI] + [EIS] + [TES] (755) 

1/v; = Ks/V[S] + (1/ Г) + 1/K1) (756) 

Данный тип ингибирования в любых указанных координатах да- 

ет графики, аналогичные графикам для случая полностью бесконку- 

рентного ингибирования, и его можно отличить от последнего 

благодаря тому, что координаты точек пересечения прямых с осями 

абсцисс и ординат зависят только OT Ky. Они не зависят OT [I], так 

как свободный ингибитор не присутствует в смеси, а содержится 

в виде комплекса с ферментом. 

Кажущееся бесконкурентное ингибирование также может наблю- 

даться и в других случаях, или по крайней ‘мере кинетический ана- 

лиз может указывать на подобие бесконкурентного ингибирования. 

Однако фактически может не выполняться условие, согласно кото- 

рому ингибитор связывается только с комплексом MepMeHT— 

субстрат. 

Таков, например, случай, когда ферментативная реакция нахо- 

дится в стационарном состоянии по Бриггсу—Холдейну, а не подчи- 

няется кинетике Михаэлиса—Ментен, но k_; < ko, т.е. Ky = ko/ky 

(кинетическая константа), и ингибитор уменьшает значение kp. 

Аналогично можно наблюдать кажущееся бесконкурентное инги- 

бирование, если константы диссоциации комплексов фермент— 

субстрат и ингибитор —-фермент—субстрат связаны друг с другом, 

как связаны константы скорости распада комплексов фермент— 

субстрат и ингибитор -фермент—субстрат.
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Бесконкурентное ингибирование также может быть разделено на 

подгруппы, такие, как ингибирование, имеющее линейные зависи- 

мости ординаты точки пересечения графиков с вертикальной осью 

и наклона прямых от [I] (для полностью бесконкурентного ингиби- 

рования), или типы ингибирования, при которых либо ордината 

точки пересечения с вертикальной осью, либо наклон является ги- 

перболической, параболической или 2/1-функцией от [I] (для непол- 

ностью бесконкурентного ингибирования). 

3.3.4. Ингибирование смешанного типа (mixed type inhibition). Как 
при бесконкурентном, так и при смешанном ингибировании ингиби- 

тор действует и на участок связывания, и на катаяитический центр 

фермента, независимо от того, перекрываются они или нет. Однако 

если при бесконкурентном ингибировании ингибитор снижает и 

константу диссоциации субстрата, и максимальную скорость реак- 

ции, при смешанном ингибировании он увеличивает константу дис- 

социации и уменьшает максимальную скорость. Ингибирование 

смешанного типа можно представить себе как состоящее из конку- 

рентного и неконкурентного ингибирования, но константы диссоци- 

ации отличаются друг от друга в зависимости от того, относятся 

они к свободному ферменту или к комплексу. 

В данном случае фактически образуются как двойной комплекс 

фермент—ингибитор, так и тройной комплекс ингибитор-—фер- 

мент—субстрат, и оба комплекса каталитически неактивны: 

E+S@ES>E+P К = [Е [$] /[Е$]| (р. (@24)) 
Е +1 = Е! К = [ЕЛЕ — (р. (725) 
Е1+$ = EIS Ké = [EIJ[S]/[EIS] (ср. (732)) 
ES + 12 EIS Ky = [8$ [0/[ЕТ$] (cp. (733)) 

vi/ = [Е ЕН (cp. (726)) 
(El; = [Е] + [ES] + [El] + [EIS] (cp. (735)) 
K, Kg = Ks Ky (cp. (737)) 
1/v; = (Ks/V[S])0 + (I]/Ky) + (1 + (I]/AYCA/V) (757) 

Графики для ингибирования смешанного типа в координатах 

Лайнуивера—Берка, Хейнса, Иди—Хофсти, Хантера и Даунса, Уэб- 

ба и Диксона показаны на рис. 56,а—е соответственно. 

Следует отметить, что по номенклатуре Клеланда и неконку- 

рентное, и смешанное ингибирование называется неконкурентным, 

так как в обоих случаях координаты точек пересечения графиков с 

осью ординат и наклоны графиков являются однотипными функ-
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+9 = (Ko /V)(1+ ШИК) #99 =(1/ V)(14(T1/K 7) 

1/ 0g (S]/ug 11. 

1), 

(4/V)(14(11 /Ky) 

Ti V)1-Kg /K5) 

J ик mis) 7% ы ' / 

(xt + (1/45 (К, +01) - ; (Kg/V)(1-Kg/Kg) 
a 

Yo|  tgot=-K'g({1}+Ky)/(1)+ КИ) Kt — 
| VK s/(Ks- Ks) т 

| 
| 
| \ > 

KAU + К” ) \ Ky 
| 

| \ 
| 

| 

| 

-V/(K5-1) / \-Kg [$] 
(V/Kg)(K; +11) 

в , 2 

Uj /(vp- 4) tga=K, ([S]+Ks)/((S]+ К) 1/ U9 | tga=(1/ VK, ) (Ko/Kg+XsS]) 
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Si (1/V)\(1-Ke/[S]) — a 
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Рис. 56. Графическое представление смешанного ингибирования в координатах: а — 

Лайнуивера — Берка; б — Хейнса; в — Иди — Хофсти; г — Хантера — Даунса; 

д — Уэбба; е — Диксона.
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циями [I]. Первый из указанных случаев Клеланд называет «прос- 

тым неконкурентным ингибированием», отличая его тем самым от 

смешанного ингибирования по Диксону, которое он называет не- 

конкурентным ингибированием. 

Конечно, смешанное ингибирование также может быть с линей- 

ными, гиперболическими, параболическими или подчиняющимися 

2/1-функции зависимостями ординат точек пересечения с остью Уи 

наклонов прямых в любых комбинациях. 

3.3.4.1. Интегральное уравнение для смешанного ингибирования. 

Уравнение, описывающее зависимость скорости реакции от времени 

для смешанного ингибирования, имеет вид 

a[P]/dt = Vmax/{(1 + [I]/Ar) + [Km/([S]o — [PQ + Ш/К')]} (758) 

Интегрирование и подстановка в него значения [P] приводит к 

уравнению 

([S]o — [S])/t — ИУтах/ (1 + [I]/ Ky) — [Ам + 

+ [I]/Ky)/Q1 + Ш/КИ In.((S]Jo/[S]) (759) 

Из рис. 57,а очевидно, что положение точек пересечения графиков 

с осями ординат и абсцисс зависят от [I]. Это позволяет опреде- 

лить константы путем построения вторичных графиков (рис. 57,6 

и 6). 
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Рис. 57. Графический анализ интегрального уравнения для смешанного ингибирова- 

ния. Ат < Аг.
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3.3.5. Проблемы интерпретации различных типов ингибирования. 

Существуют также некоторые другие, особые виды ингибирования, 

но они встречаются крайне редко так что мы не будем на них оста- 

навливаться. Тем не менее следует выделить два важных аспекта, 

связанных со специфическим ингибированием. 

Интерпретация результатов, полученных при специфическом ин- 

гибировании, часто вызывает затруднения. Трудно решить одно- 

значно, является ли конкурентное ингибирование лишь кажущимся 

конкурентным или нет и т.д., т.е. является ли наблюдаемое инги- 

бирование действительно прямым следствием модификации боко- 

вых цепей или это только результат вторичной реакции вследствие 

конформационных изменений, происходящих после блокирования 

боковой цепи. Если изменение конформации обнаруживается после 

блокирования боковой цепи, следует тщательно исследовать, явля- 

ется ли ингибирование активности лишь вторичным следствием 

конформационных изменений или нет. Следует помнить, что OTHO- 

сительно малочувствительные физико-химические методы, доступ- 

ные в настоящее время, не всегда могут надежно зарегистрировать 

тонкие конформационные изменения, порой локализованные лишь 

на крошечном участке фермента (возможно, лишь на его активном 

центре). Поэтому, если отсутствуют (не обнаруживаются) измене- 

ния пространственной структуры после блокирования боковых це- 

пей, это еще не является доказательством того, что исключается 

возможность вторичного эффекта. 

Следует четко различать аспекты ингибирования, связанные с 

кинетикой и механизмом ингибирования. Если ингибитор конкури- 

рует с субстратом за центр связывания, то механизм ингибирова- 

ния, действительно, конкурентный. Однако, как мы видели, 

ингибитор, имеющий признаки конкурентного, не обязательно дей- 

ствует по конкурентному механизму. Как подробно обсуждалось 

выше, то же справедливо и для неконкурентных ингибиторов, для 

которых неконкурентный тип кинетической схемы не доказывает 

однозначно идентичность механизма ингибирования с кинетическим 

поведением системы. 

Другая проблема, которую следует выделить, — то, что уравне- 

ния и графические представления для обсуждавшихся типов ингиби- 

рования справедливы только в тех случаях, когда механизм реакции 

соответствует предположению Михаэлиса—Ментен о быстро уста- 

навливающемся равновесии. Именно поэтому мы всегда считаем 

необратимой стадию, ведущую к образованию продукта. \` 

Было показано, что и кинетическое уравнение, и графические
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представления для случая полностью конкурентного ингибирования 

одинаковы независимо от того, подчиняется ли реакция, катализи- 

руемая ферментом, механизму с быстро устанавливающимся равно- 

весием или механизму Бриггса—Холдейна со стационарным 

состоянием. Однако во всех других случаях ингибирования фермен- 

тативных реакций, подчиняющихся механизму со стационарным со- 

стоянием, линейные зависимости не наблюдаются (или наблюда- 

ются только при весьма специальных условиях). Вследствие этого 

определение отдельных кинетических констант и даже типа ингиби- 

рования может быть затруднено. Уравнения для реакций в стацио- 

нарном состоянии для различных типов ингибирования здесь не 

будут рассмотрены ввиду их относительной сложности. 

Для многосубстратных реакций, если не определен порядок свя- 

зывания субстратов и если реакция протекает по механизму со ста- 

ционарным состоянием, кинетика реакции будет соответствовать 

кажущемуся ингибированию или активации в зависимости от реаль- 

ного механизма. Это будет рассмотрено в разд. 3.10.1 и 3.11.1, ка- 

сающихся многосубстратных реакций, так как здесь ингибирование 

является только кажущимся, как следует из конкретного механизма 

(см. разд. 3.13). 

Другой очевидный эффект — изменение конформации фермента 

по мере протекания реакции, что также иногда может влиять на 

кинетику ферментативной реакции. Более того, изменение конфор- 

мации может вызывать кажущееся ингибирование или активацию 

в зависимости от конкретного механизма, а также от того обстоя- 

тельства, протекает ли реакция в соответствии с предположением 

о быстром установлении равновесия или о наличии стационарного 

состояния. 

Особый случай ингибирования ферментативной реакции — 

ингибирование избытком субстрата или продукта реакции. Ввиду 

его особого характера и болыпой важности этот случай будет рас- 

смотрен отдельно в разд. 3.3.12. 

3.3.6. Определение констант ингибирования. Константу диссоциа- 

ции или константу Михаэлиса фермент-субстратного комплекса и 

максимальную скорость обычно определяют с помощью графика 

Лайнуивера—Берка (хотя, как мы уже отмечали, это наименее точ- 

ный метод). Для измерения константы диссоциации (Ат) комплекса 

фермент—ингибитор чаще всего используют график Диксона. Этот 

метод требует измерения изменения скорости реакции при несколь- 

ких заданных постоянных концентрациях субстрата при изменении
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концентрации ингибитора. В некоторых случаях это оказывается за- 

труднительным. Например, весьма сложно определить константу 

диссоциации (Ky) для отщепления ингибитора от комплека фер- 

мент—субстрат и измерить скорость разложения (V”) тройного 

комплекса фермент—субстрат—ингибитор с образованием продук- 

та. При некоторых типах ингибирования эти константы можно оце- 

нить с помощью простого графика Лайнуивера—Берка, хотя при 

этом не достигается точность, которую обеспечивает график 

Диксона. 

В табл. УП приведены обозначения, которые будут использова- 

ны ниже. 

По координатам точек пересечения графиков с осями и танген- 

сам угла наклона константы ингибирования можно рассчитать сле- 

дующим образом. 

Полностью конкурентное ингибирование: 

Ку = БШ/(а — b) = с ]/(а - с) (760) 

Таблица УП. Обозначения в уравнениях для расчета констант ингибирования 

График Лайнуивера—Берка 

Наклон 

Величины отрезка, отсекаемого 

на оси Х на оси У 

Реакция в отсутствие ингибитора а е с 

Реакция в присутствии ингибитора р f d 

Полностью неконкурентное ингибирование: 

Кл = c[I]/(d - с) = е /( - e) (761) 

Полностью бесконкурентное ингибирование: 

Ky = e[{l]/(f — e) = a[I]/(b - a) (762) 

Неполностью бесконкурентное ингибирование: * 

Кт = a[l]/(b —- а), и” = (eb — fa)/ef(b — а) (763, 764) 

Смешанное ингибирование: 

Кт = с /(а - с), Ky= е[П/(У - е) (765а, 7656) 

Kg = —(а - c)/(f - e) (766)
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С помощью приведенных соотношений можно одновременно 

определить все константы ингибирования ферментативных реакций, 

а также тип ингибирования. 

Однако данный метод не следует использовать в случае непол- 

ностью конкурентного или неполностью неконкурентного ингиби- 

рования, Так как число независимых уравнений при этом меньше 

числа неизвестных. 

Для полностью конкурентного ингибирования Ат можно быстро 

определить из разности интегральных уравнений для реакции в при- 

сутствии и в отсутствие ингибитора. В отсутствие ингибитора 

te = ([$]о — [$])/ Vmax + (Км/ Глах) In ([$]о/ [$] ) (см. (461)) 

а в присутствии конкурентного ингибитора 

t = ([5]о — [S])/Vmax + (Km/Vmax)(1 + Ш/Ку) In ([$]0/[5]) (см. (739)) 

где [и f- — времена, необходимые для образования одинакового ко- 

личества продукта при протекании реакции в присутствии и в OT- 

сутствие ингибитора соответственно. 

Вычитая второе уравнение из первого и предполагая, что оба 

эксперимента проводились при одинаковой концентрации фермента, 

получаем 

[ — te = (Км/ Гшах)(Ш/ Ку) In ([S]o/[S]) (767) 

Построив график зависимости (1 — Е) oT In ([$]о/[$]), можно рас- 
считать значение Ат из наклона прямой, равного Км[П/ ГтахАт (если 

известны Km, Vmax M [|]).. 

Для смешанного ингибирования 

Е — te = (1/ Vimaxkr)([S]o — [S]) + (КмШ/ ГлахКт) In ((S]o/[S]) (768) 

Если среднее значение [$] аппроксимировать ([$]о + [$] ’)/2 

(см. (447)), то можно построить график ‘зависимости наклона 

(Ш/ТГвахА [$ '] + КмП]/ VmaxK1 от [5 '] и из наклона и отрезков, от- 

секаемых на осях вторичного графика, определить Ат и Ky. 

В фармакологии часто используется величина [[5°. Это концент- 

рация ингибитора, необходимая для ингибирования реакции напо- 

ловину. Часто считают, что [I]so равна Ат, хотя это справедливо 

только для полностью неконкурентного ингибирования. Соотноше- 

ния между [50 и А! для разных типов ингибирования приведены 

в табл. УШ. 

Методы, используемые для определения числа молекул ингиби- 

тора, связанных с белком, подробно рассмотрены выше (см.
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- 

разд. 3.2.2). Простейший из них — применение модифицированного 

уравнения Хилла (ср. (439)) при условии, что отсутствует взаимо- 

действие между связанными молекулами ингибитора: 

lg [(¥o — и!)/ и] = nig (]/К) (ср. (493)) 

где Uo и и; — начальные скорости реакции в отсутствие ингибитора 

и при концентрации ингибитора, равной [I], соответственно. Стехи- 

ометрический коэффициент п можно получить из наклона прямой 

линии в координатах {lg [(vo — и)/и; Ш} в логарифмической шкале. 

Важно помнить, что коэффициент К в этом уравнении совершенно 

не связан с Ам, Ks или Ат. Он является комбинацией констант, а 

также содержит концентрацию субстрата (см. (567)). 

Таблица VIII. Соотношения между [Шу и А! для ингибирования 

полностью по указанному типу * 

Тип ингибирования [Iso 

Конкурентное | (Км + [S])Ki/Km 

Неконкурентное К о 

Бесконкурентное (Км + [$])К1/[$] 

Смешанное (Км + ЗК! А!/(КмАт + Ки$]) 

“ Для случаев ингибирования неполностью по данному типу такие простые соотношения отсут- 

ствуют. 

Подобно линеаризации уравнения Михаэлиса—Ментен, для 

определения типа ингибирования лучше применять график Хейнса, 

Иди—Хофсти или Диксона, чем график Лайнуивера—Берка. Широ- 

кое применение графика в двойных обратных координатах объясня- 

ется удобством сравнения результатов с полученными ранее 

данными. Кроме того, этот метод был разработан для определения 

кинетических параметров двух- и трехсубстратных реакций и требу- 

ет наименьшего количества расчетов. Наконец, с помощью такого 

графического представления наиболее просто аппроксимировать 

экспериментальные точки, имеющие разброс, прямой линией (и из- 

за этого метод наименее точен). Наиболее точные результаты мо- 

гут быть получены аппроксимацией кривых накопления продуктов 

с помощью нелинейной регрессии и определения констант методом 

итерации. Без сомнения, по мере распространения микрокомпьюте- 

ров будет использоваться исключительно данный метод, а графиче- 

ские методы постепенно потеряют свое значение.
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3.3.7. Системы со взаимным истощением или псевдонеобратимое 

ингибирование. Приведенные выше рассуждения основывались на 

двух принципиальных предположениях. Во-первых, что реакция 

подчиняется кинетике Михаэлиса—Ментен, и, во-вторых, что изме- 

нением концентрации ингибитора по сравнению с его исходной кон- 

центрацией можно пренебречь, т.е. ингибирование является 

обратимым. Если, однако, константа диссоциации комплекса фер- 

мент—ингибитор очень мала, и нельзя пренебречь [Е] по сравнению 

с [I], то это условие не выполняется. Такие системы называются 

системами со взаимным истощением. 

При неконкурентном ингибировании в таких системах 

[Пт = (I) + (EV (769) 

где [I] — концентрация свободного ингибитора, [EI] включает в се- 

бя все формы комплекса фермент—ингибитор (так, в данном случае 

форму ESI и т.д.). Это уравнение можно преобразовать, вводя 

константу диссоциации ингибитора Ат = [[[Е]/[Е |, парциальное 

ингибирование / = [Е] /[Е]т и уравнение материального баланса 

[Е = [Е] + [EI]: 

(Ur = АИЫА - 2] + ДЕй (770) 
[у = Ма - i) + ([E/) (771) 

где удельные концентрации равны [Т’]т = {Шт/Ат и [Е/] = [E]1/Ky. 

Здесь различают три состояния системы, называемые зонами по 

Штраусу и Гольдмтейну. / 

Если ингибитор в основном находится в свободном состоянии, 

то это соответствует зоне A: 

Пт= Ма -1), т.е. f= [/а + [I] (772) 

Зона А характерна для случаев, которые обсуждались. 

Если ингибитор находится частично в свободной и частично в 

связанной -форме, то это соответствует зоне В: 

[т = 7/01 -— 1) + ЦЕ; ] (773) 

i= (Г + Е] + 1) - 

— (Пт + [Е/] + 1)?— 4[1^]т [6:1 ]/2[Е;] (774) 

Если ингибитор в основном находится в связанной форме, то это 

соответствует зоне С: 

[р = ДЕЙ], т.е. Г= ПИ] (775)
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По мере возрастания [E;’] система переходит из зоны А через зону 

В в зону С. 

Для выбора подходящего соотношения следует определить гра- 

ницы между зонами. Уравнения Михаэлиса—Ментен справедливы 

только в зоне А, и их применение в зонах В и С приводит к ошиб- 

кам. Пусть Al — максимально допустимое отклонение от /, тогда 

Ai/i—™Mepa ошибки при любой степени ингибирования. 

Граница между зонами А и В: 

ИИ - 1) + ЦЕ! | = (1+ АЛ/ А - i - AD (776) 

т.е 

[E/] = АИ - 7 - ADA - р (777) 

Граница между зонами В и С: 

Иа — 1) + if[E/)] = (+ AD[E/] (778) 

[Ei] = МАК — 5) (779) 

Изменение границ между зонами в зависимости от допустимой 

погрешности показано в табл. IX. 

Таблица 1Х. Границы между зонами в зависимости от допустимой погрешности 

(при 50%-ном ингибировании) 

[Ei] 
Допустимая погрешность, % 

А-зона/В-зона В-зона/С-зона 

1 0,041 200 

5 0,21 40 

10 0,45 20 

20 1,0 20 

50 4,0 4 

Следовательно, чтобы можно еще было применить уравнение 

Михаэлиса—Ментен, относительная концентрация фермента (по 

сравнению с константой ингибирования) должна быть менее 0,45 

при 50%-ном ингибировании при Al/i = 0,1, т.е. допускается по- 

грешность 10%. При той же погрешности, если относительная кон- 

центрация фермента превосходит 20, то система находится в зоне 

С. На рис. 58 показано изменение границ между зонами в зависи- 

мости от значений Al. 

При конкурентном ингибировании в системе со взаимным исто- 

щением уравнения значительно сложнее. Важно отметить, однако,
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Рис. 58. Границы между зонами по Штраусу и Гольдштейну. Каждая пара кривых 

представляет зависимость точных границ зоны В от значений Ги Ig[E;’] при задан- 

HOM ДГ. 

что в зоне С конкурентное ингибирование не может происходить. 

Причиной этого является то, что при болышпой относительной кон- 

центрации субстрата, достаточной для того, чтобы происходила 

конкуренция, сопутствующее вытеснение ингибитора с фермента 

увеличивает концентрацию свободного ингибитора — и система пе- 

реходит в зону В. 

В зоне С все ингибиторы действуют одинаково независимо от 

их сродства к ферменту, так как ингибитор практически полностью 

связан, и поэтому относительное количество неактивного фермента 

не зависит от константы диссоциации комплекса фермент-— 

ингибитор. Поэтому в зоне С нельзя определить Ky. 

Если и субстрат, и конкурентный ингибитор очень сильно связа- 

ны с ферментом, то 

Ysa = [Е] ИЕ] = Ki[S]/[Ar[S]/(AG[S] + КзКу + Ks[T])] (780) 

где Ys;— доля центров связывания, занятых 5 в присутствии I. 

[Шт = Ш + (El) = Ш + ШЕК! = [0(КцЗ$] + Ks[ES})/Ar[S] (781) 

[117$] = [ПтА/(Кт[$] + Ks[ES]) (782) 

Подставив (782) и (780) и взяв обратные величины от обеих частей 

уравнения, получим 

1/ Ys = 1+ Ks/[S] + КзШт/(К $] + Ks[ES]) (783)
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В отсутствие | 
1/ Уз, о =1+ Ks/[S] (784) 

(1/ Ys — 1/ 75,0) = Кз[Пт/(КЦЗ] + Ks[ES]) (785) 

Умножив правую часть (785) на [ES], а левую часть Ha [ES] = 

= Уз ЦЕ] (cm. (780)) и взяв обратные величины, получим 

Ys о/[Е]т(Уз,о — Уз) = К $]/К$[Пт[Е5] + 1/[Шт (786) 

Если выполняются условия (см. разд. 3.8.3): Yso & ио/ Vmax, 

Уст << и;/ Гшах, [ES] «vo, [5] = [Зт - и (При Ё->0, когда уже 

[Р] = 0), то имеем 

vo/{E]1(vo — Vi) = Kr[S]1r/Ks [I]rvo + (1/Шт)а — Кт/К$) (787) 

Из этого соотношения можно определить отношение А1/К$. 

В случае необратимого ингибирования (если ингибитор кова- 

лентно связан с ферментом) система всегда находится в зоне С. 

Именно по этой причине типы ингибиторов не являются осмыслен- 

ными терминами при необратимом ингибировании. Нельзя гово- 

рить о конкурентном ингибировании, даже если необратимый 

ингибитор связан с группой, присоединяющей субстрат. Субстрат 

не может вытеснить ингибитор даже при бесконечно большой кон- 

центрации, так как последний образует с ферментом ковалентную 

связь. Поэтому в данном случае экспериментально определяемые 

«типы ингибирования» всегда будут неконкурентными независимо 

от инстинного механизма необратимого ингибирования. 

Различное поведение ферментов в разных зонах следует прини- 

мать во внимание при планировании экспериментов. Никогда не- 

льзя игнорировать эти различия при попытке сделать выводы -O 

работе ферментов ш VIVO исходя из экспериментов ш vitro. Факти- 

чески все ферменты in vivo действуют в зоне С. 

3.3.8. Кинетика ингибирования. В исследованиях ингибирования 

ферментативной активности недостаточно внимания уделялось ки- 

нетике ингибирования, т.е. развитию ингибирующего эффекта во 

времени. Очевидно, что кинетика поддается изучению, только если 

скорость процесса связывания фермента и ингибитора не слишком 

велика, так что за уменьшением скорости реакции можно просле- 

дить с помощью имеющегося прибора. (В дальнейшем мы ограни- 

чим рассмотрение зависимостями, связанными с зоной А; см. разд. 

3.3.7.) 

Сначала обратимся к системе, в которой присутствуют только 

фермент и ингибитор. Останавливая реакцию в различные моменты
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времени, можно определить остаточную ферментативную актив- 

ность в отобранных образцах. Из этих данных можно вычислить 

скорость развития ингибирования в отсутствие субстрата (т. е. ско- 

рость образования фермент-ингибиторного бинарного комплекса) 

следующим образом. 

Скорость ферментативной реакции экспоненциально уменьшает- 

ся в присутствии ингибитора: 

vi = Up + (ш- же“ (788) 

где и; — скорость реакции, измеренная в момент f, Up — скорость в 

отсутствие ингибитора, и — конечная скорость при максимальном 

ингибировании, когда { -+ ©, и а— константа. Преобразование это- 

го уравнения дает 

Ig (uj — Ue) = Ig (Vo — и) — (@/2,3)t (789) 

Строя график зависимости lg (и; — и) OT & получаем прямую ли- 

нию, имеющую наклон, равный —а/2,3, и пересекающую ординату 

в точке lg (и — UF). | 

Обозначим {= (и — и;)/ш (ср. (729)) и относительное макси- 

мальное ингибирование й = (и — Us)/Up. В этом случае уравнение 

(788) может быть записано следующим образом: 

i = #А —е-“') (790) 

Дифференцируем (790) при Ё = 0: 

(di/dt)o = ай (791) 

Соотношение (791) показывает, что начальная скорость ингибирова- 

ния пропорциональна максимальному ингибированию (т. е. ингиби- 

рованию, отмечаемому по достижении равновесия). Время 

50%-ного ингибирования начальной активности определяется как 

0,5 = —(2,3а) 1 (1 — 0,5/й) (792) 

а время достижения половины конечного максимального ингибиро- 

вания равно 

to,si, = 0,69/а (793) 

т.е. не зависит от й. 

Если конечное ингибирование полное, т.е. конечная скорость 

равна нулю, уравнение (788) переходит в 

vi = ue ™ (794)
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k 
Для реакции Е + = EI скорость образования комплекса EI равна 

1 

@ЕЦ/ а! = ЦЕ] — К- ЦЕЙ = (Е — [Е1)0] - к-ИЕЦ (795) 
Примем 

г= [Е /[3Ет и КА=К-1/К, (константа диссоциации 

комплекса фермент-ингибитор) 

di/dt = КП — Ш + КЮ (796) 

В результате интегрирования получаем 

г = [1/( + КИТ - exp [- АКП] + К!)]} (797) 

i = (1 — ер[- АКИ] + К) (798) 
Это означает, что при ¢ = 0 степень ингибирования равна нулю, и 

она постепенно возрастает до тех пор, пока не достигнет й. Подста- 

новка (797) в (796) дает - 

di/dt = k,[I] exp [- АКШ + К\)] (799) 

т.е. a=k,({I] + К) (cp. (790) и (798)) (800) 

Если образование комплекса практически необратимо или мы pac- 

сматриваем только начальную скорость, т.е. K-1¢ = 0, тогда 

t= 1 — ер(-А! ]) (801) 

Следовательно, график зависимости [г (1 — Г) от Е дает прямую ли- 

нию, наклон которой составляет — k;[I]/2,3. 

Для необратимых систем с взаимным истощением 

Ч(ЕП/ а = К! ([Е]т — (ЕП): - [EI]) (802) 
di/dt = к [Пт — iki((E}r + т) + РЕН (803) 

После интегрирования 

i= {1 — ехр [- А КШт — [Е т) И - 

— ([Е/т/Шт exp [- АКШ — [Е]т)] } (804) 

Очевидно, что при [Пт > [Е]т (804) переходит в (801). 

Гораздо более сложная картина наблюдается при образовании 

фермент-ингибиторного комплекса в присутствии субстрата, с кото- 

рым ингибитор конкурирует. Присутствие субстрата значительно 

замедляет образование комплекса ЕТ. Пренебрегая детальным вы- 

водом, приведем конечное уравнение 

i= ШИ] + КИЗ К$) {1 — exp [- (Ai k2(( As + 
+ $ А )О/(К Ш + 26$] } (805) 

где > — константа скорости образования комплекса ES.
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Если [I] > [Ет и [$] > [Е]т, концентрация продукта будет выра- 

жаться следующим уравнением: 

[Р] = ([5] Илах/ КзА1[1) [1 — ехр [- А! [1 Ast/([S] + Кз)] } (806) 

3.3.9. Ингибирование медленно реагирующими ингибиторами. Ис- 

следование кинетики ингибирования дает ответ на вопрос, что про- 

исходит, если скорость образования комплекса EI невысока, HO 

соизмерима (возможно, несколько меньше) со скоростью лимитиру- 

ющей стадии ферментативной реакции. Для полностью конкурент- 

ного ингибирования, когда фермент предварительно не инкубиру- 

ется с ингибитором и [Пт > [Е]т, концентрация продукта в любой 

момент времени описывается следующим уравнением: 

[Р] = 1551 + (vo — Uss)(1 — e7 ™)/k (807) 

roe vo — начальная, и; — стационарная скорость, a К — кажущаяся 

константа скорости первого порядка 

К = К: [1 + 1/К1(1 + [S]/Km)] (808) 

kj — константа скорости второго порядка образования фермент- 

ингибиторного комплекса. Нели {-+0, то [Р] = vot, a если [+ о, 

мы можем написать 

[P] = Usst + (Uo — 0;5)/ К (809) 

Пересечение этих двух прямых дает точку Ё = 1/К (рис. 59). 

Для вычисления Ат необходимы следующие уравнения: 

и = и/ (1 + ПИКУ каж) (810) 

Ki = Ку каж/ (1 + [S]/Km) (811) 

[Р] 
Рис. 59. Анализ ингибирова- 

ния в присутствии медленно a 
реагирующего ингибитора. 

а — реакция инициируется 

ферментом, штриховая ли- 1 
ния — экстраполяция к стаци- в | -F 
онарной скорости (!- о); d „77, у 6 
6 — реакция инициируется р * 
ферментом, предынкубирован- | : 
ным с ингибитором (в стацио- [5 
нарном состоянии кривые а и ifs 
6 параллельны); в — экстра- у. 
поляция к начальному момен- 
ту времени (#!-> 0), дающая °/ t 

начальную скорость. 1/К
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3.3.10. Ингибирование лабильным ингибитором. Если обратимый 

неконкурентный ингибитор неустойчив, т.е. его распад ощутим во 

время измерения (например, в результате гидролиза), и константа 

скорости его распада An, тогда для полностью неконкурентного ин- 

гибирования 

Vi = VaxlS] Ki/{ Ki(Ks + [S]) + Шо [exp (— knt)(Ks + [S])} 
(cp. (742)) (812) 

Перекрестное умножение на знаменатель и перегруппировка приво- 

WAT к 

exp (— Ant) = (А1/[Шо)[ Тшах[5]/(Кз + [S]) - 9 @/и) (813) 

In [(Uo — #)/ ] = In (Шо/ Ку) — Кы (814) 

Строя зависимость левой части уравнения от времени, можно опре- 

делить Ky» и Ky. 

Для полностью конкурентного ингибирования пересечение с 

ординатой дает величину In [Ks[I]o/Ki(Ks + [S])], для полностью 
бесконкурентного ингибирования оно определяется величиной 

In [S][{I]o/Ki(Ks + [S]); таким образом, чтобы получить Ат в обоих 

случаях надо знать величину Ks. В случае смешанного типа ингиби- 

рования — пересечение при Ш[Шо(К$ Ат + [S].K1)/K,Ki(Ks + [S])]. 

Если построить график зависимости этих пересечений OT In { [I]o/ 

(Ks + [S])} (вторичный график), получим прямую, пересекающую 

ординату при In [(КтКу + [$] Ку)/К1К!| (вторичное пересечение, У”). 

График зависимости e” от [$5] дает прямую с наклоном 1/Ky u 

отрезком, отсекаемым Ha ординате, Ks/Ky1. 

Если неустойчивый ингибитор вызывает необратимое ингибиро- 

вание по следующему механизму (например, в случае протеаз и 

эстераз): 
К № 

Е+ 1 Ы -Е’+Х 
L kn 

| 
расп 

где J асп — ингибитор после распада, Е’р— необратимо ингибиро- 

ванный фермент, то в случае [I] < К! может быть написана следую- 

щая приближенная схема: 

E+E’ +1 
L kn 

I 
расп 

Отсюда 

ki = ki / Ky (815)
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и поскольку [I]; = [Поехр (- Аьё), то 

In ({E]:/[E]o) = ((Woki/kn)[exp (— knit) — 1] (816) 
In ((EJo/[E]o) = — ШоКи Кь (817) 

ki = Кь Ш ([Е]/[Е]о)/ [Шо (818) 

In (In ((E]:/[E]o) — In ([Е]=/[Е]о)] = ш № ([Е]о/[Е]») — Ant (819) 

Измеряя концентрацию фермента при {Е = 0, в момент f¢ и после 

полного исчерпания ингибитора ({ > ©), можно определить величи- 

ну kn. 

3.3.11. Кинетика ферментов-самоубийц. Известны ферменты, обла- 

дающие особенным свойством превращать субстраты при опреде- 

ленных условиях не только в конечные продукты, но и (частично) 

во вторичные продукты, способные необратимо инактивировать 

сам фермент. Эти ферменты называют ферментами-самоубийцами. 

Полагают, что они действуют согласно следующему механизму: 

ky К? ky. 

E+Se2@ES~E’S7~E+P 

Key | ke 

Енеактивный (Ei) 

Для каждого компонента этого механизма могут быть написаны 

дифференциальные уравнения и уравнения материального баланса. 

В стационарном приближении могут быть получены следующие 

уравнения: 

[ES] = А1([Е]т — [ES] - [E’S] - [Ei))(S]/(A-1 + А2) = 
= К. ([Е]т — [Ei] - [6 ’5$][5]/(-1 + № + &1 $] (820) 

[E’S] = k2[ES]/(k3 + K4) = К1А2([Е]т — [Ei])/[k1(k2 + К: + 

+ k4)[S] + (K-1 + k2)(Ks + Ка] (821) 

Из (821) следует, что 

[ES] = К! (Ёз + К4)([]т — [ЕЕК (> + Аз + К4)[$] + 

+ (К-1 + k2)(k3 + К] (822) 

Подстановка (821) и (822) в дифференциальное уравнение изменения 

субстрата с соответствующими преобразованиями дает 

а[З] 4 = ([Е т + [Ei))[S]/(k2 + k3 + Ка) [5] К2(Ёз + Ка) + 
+ (К-1 + k2)/kik2] = —сА + 1/7) [а[$] (В + [S])] (823)
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где 

В = (К-1 + K2)(k3 + К4)/ К1(К2 + Кз + Ка) 

с = kyk3/(k2 + k3 + Ka), а = [Ет - [Ei], r= Кз/ К4 

В — константа Михаэлиса, с — скорость Vmax, 1/Г— это Ат, а г xa- 

рактеризует распределение трансформированного субстрата в про- 

дуктах, так как 

(824) 

г = [P]/[Ei] (825) 

Поскольку 

[Slr = $] + [P] + [Ei] (826) 
TO 

а = [Еф - (Shr - [S])/0 + 7) (827) 

Подстановка (827) в (823) и интегрирование приводят к 

= (1/с) ( [(гВ/[$]т)/[1 + (1 + лиш (а + ЭиПа$]/[ ни] ИЗ — 
—14+(1+y7u)]} -— г [($]/ $ - 1+ а +зм)/А + r)uj} (828) 

где и = [Е]т/$]т. 

Используя (825) и (826), получаем следующие выражения: 

t= (1/с) ([(В/[$]т)/а - а + nu) ш [а - а + [Р/гБ$]т/ а - 

— [P]/ru[S}r)] — rind — [P]/ru[S]}1)} (829) 

t= (1/c)((7B/[S}r) - @ + и) In [а - а + ЭиЕ/Е]т)/а - 

— [Е ]/[Е]т)] — rind - [8]/[]х)} (830) 

Если г> 1 (1 +г=^), уравнение (823) переходит в 

d[S]/dt = —Ara[S]/(B + [5]) (831) 

где A = k2k4/(k2 + k3 + Ка). В этом случае вместо (826) можно 3a- 

писать 

[Slr = [$] + [P] = [S] + ЕЙ (832) 

в вместо (827) — 

а = [Еф - (т — [S)/r (833) 

Из вышеприведенного следует, что 

Е = (1/4) ([В/($ — "Е]т) Иа [а + [Ра — [РИЕ]т)] — 
| — nd — [P]/7[E]1)} (834) 
t= (1/A){(B/([Slr — rfE}1)] In ((E}t/a@)(1 — г) Е — 

_ a) — In (@/[E}r)} (835)
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Отсюда можно сделать вывод, что 

Низ = (ИА) [(В/[В т) In (2 — [В ]г/ [5] т)]/ (1 — МЕ] /[]т) + In 2} (836) 

Если Г[Е]т < [S]r 

[1/2 = (1/A)[In 2(1 + В/[Е]т)] (837) 

В общем случае (т. е. независимо от величины г) график [Р]:/[$]т 

от [Е]т/[$]т (где [Р]: — конечная концентрация продукта после окон- 

чания реакции, т.е. когда субстрат исчерпан или фермент полнос- 

тью инактивирован) представляет собой прямую линию в пределах 

определенного диапазона значений [Elr/[S]r, а именно от 0 до 

1/(1 + r), и ее наклон равен г. 

Аналогичное уравнение, описывающее начальную скорость 

[a[S]/dt = vo], может быть получено из (823): 

1/vo = 1/[c(1 + 1/r)[E}r] + (ВИС + ИРЕН} а/$]т) (838) 

откуда, зная г, можно определить величины с и В (т.е. Vmax и Ам). 

Ферменты-самоубийцы играют важную роль в современной фар- 

мацевтической промышленности. Синтезируя аналоги субстратов, 

подходящие для самоинактивации определенных бактериальных 

ферментов, можно получить новые, высоко эффективные химиоте- 

рапевтические препараты. 

3.3.12. Ингибирование избытком субстрата и продуктом. 

3.3.12.1. Ингибирование избытком субстрата. Для многих фермен- 

тов наблюдалось, что при добавлении субстрата выше определен- 

ной оптимальной концентрации скорость катализируемой реакции 

далее не увеличивается и не остается постоянной при концентрациях 

выше насыщающей, а понижается, т.е. развивается ингибирование. 

Это явление было названо ингибированием избытком субстрата. 

Что касается его механизма, можно предложить пять различных 

типов ингибирования: 

1. Субстрат связывается с ферментом двумя или более группа- 

ми, и только субстрат, связанный таким образом, может прини- 

мать участие в реакции. Если присутствуют много молекул 

субстрата, может возникнуть такая ситуация, что на одном связы- 

вающем центре фермента связывается одна молекула субстрата, в 

то время как на другом участке связывается другая молекула суб- 

страта вместо того, чтобы взаимодействовать с другой группой 

первой молекулы субстрата. Так как в реакции может принимать 

участие только молекула, связанная с ферментом двумя точками,
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молекула фермента, удерживающая две молекулы субстрата будет 

неактивной, т.е. будет развиваться ингибирование. 

2. При высокой концентрации субстрат может связываться с 

другим участком, отличающимся от активного центра белка. В 

этом случае он может «неконкурентно» ингибировать скорость рас- 

пада субстрата, связанного в активном центре. 

3. Фермент требует для проявления активности присутствия не- 

обходимого активатора. Если субстрат способен образовывать ком- 

плекс с активатором, избыток субстрата удаляет активатор, таким 

образом уменьшая активность фермента. 

4. Для реакций с двумя или несколькими субстратами избыток 

одного из субстратов способен связываться с участком связывания 

другого, таким образом ингибируя реакцию. 
5. Увеличение концентрации субстрата выше определенного пре- 

дела неспецифично ингибирует реакцию вследствие увеличения ион- 

HOH силы. 

Для первого типа ингибирования может быть предложен сле- 

дующий механизм: 
Ks k 

E=+S#E=S7E+P 
bKs acKs 

E=+S2E-S+4+S 2 ES 

| 
cKs abKs 

Е = +S = E—+S 2ES 

| 

S 

где ри с — коэффициенты, показывающие изменение констант дис- 

социации, если субстрат связан только на одном из связывающих 

центров, а а— константа взаимодействия, характеризующая влия- 

ние одного субстрата на связывание другого. Уравнение, описываю- 

щее скорость: 

Vmax [S]/ Ks 

an 1 + ((S]/Ks)[1 + 1/b + 1/c] + ({S]/Ks)*abc 

В общем случае В и с больше 1, потому что связывание субстра- 
та одной группой слабее, чем двумя. Обычно а также больше 1, 
так как две связывающие группы образуют комплекс с идентичны- 
ми субстратами; они находятся достаточно близко, чтобы взаимно 
влиять друг на друга. 

Интегрирование (839) дает 

Vinaxt = Ks In [[S]o/({S]o — У)] + У[(1 + 1/6 + 1/с) + 
+ abc(2[S]o — y)/2Ks] (839a) 

(839)
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Упрощенная версия ингибирования первого типа: 

Ks К 

Е= +5 =Е=5 + Е+Р 

aKs 

E=8 + S82 ES, 

Соответствующее уравнение скорости может быть написано следу- 

ющим образом: 

и = Vinax/(1 + Ks/[S] + [S]/aKs) (840) 

В общем случае для первого типа ингибирования следует рассмот- 

реть следующий механизм: 

Е +5 ESSE +P 

+5 = * SE 

ES +S 2 SES SE + P 

SE+S2 > SES > SE +P 

Если ингибирование полностью конкурентное (а = ©), то 

и = Vmax/(1 + Ks[S] + 1/c) (841) 

Если ингибирование неполностью конкурентное (© >а>1, 

Ь = 1), то 

и = Vmax/{1 + (аК$/[5])[([$]/К$ + с)/([$]/К$ + ас}]} (842) 

Для второго типа ингибирования, если ингибирование полнос- 

тью неконкурентное (а =1, b=0), то 

и = Vmax/(1 + Ks/[S] + 1/c + [S]/cKs) (843) 

Если же ингибирование неполностью неконкурентное (a= l, 

О<Ь< 1), то 

и = Vmaxll + (6/с)([$]/К$)]/(1 + Ks/[S] + 1/с + [S]/aKs) (844) 

В случае третьего типа ингибирования могут происходить следую- 

щие реакции: 

Е+ А>ЕА 

БА +5 = БАЗ EA +P 
S+A2AS 

Соответствующее уравнение, описывающее скорость реакции, до-
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tgX=Ko/V 

tgP=2K 6/V 

Рис. 60. График Лайнуивера — Берка 

для случая ингибирования избытком 
Ks Ky (КК) [$] субстрата. 

вольно сложно и показывает квадратичную зависимость от кон- 

центрации субстрата. 

Механизмы двух остальных типов ингибирования избытком суб- 

страта понятны сами по себе и не нуждаются в дальнейших ком- 

ментариях. 

Наличие ингибирования избытком субстрата проверяется по 

графику в двойных обратных координатах Лайнуивера—Берка. В 

этом случае при высоких концентрациях субстрата [5] функция от- 

клоняется от линейности и наблюдается кривизна, направленная 

вверх. Это показывает, что при высоких концентрациях субстрата 

активность фермента ниже, чем можно было бы ожидать из линей- 

ного соотношения (рис. 60). Частая ошибка при графической оценке 

заключается в том, что линейная часть графика просто экстраполи- 

руется и полученное пересечение используется для оценки Vmax и Км 

неингибированного фермента. В действительности ингибирование 

избытком субстрата, очевидно, начинается уже в точке, где откло- 

нение графика от линейности не может быть практически замечено. 

В общем виде уравнение (840) может быть записано следующим 

образом: 

и = V[S]/(Ks + [$] + [$]2/ Ку) (845) 

Координаты точки минимума кривой 

1/[$] = 1/(KsKy)'”* (846)
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1/v’ = (1/И)И + 2(Ks/Ky)'” (847) 

Координаты указывают то место, где производная от (845) равна 

нулю. 

Пересечение ординаты с асимптотой к кривой может быть со- 

единено с минимумом кривой прямой линией. Наклон этой прямой 

линии, равный 2Ks/V, вдвое больше наклона асимптоты (рис. 60). 

Если значение ординаты пересечения асимптоты откладывается на 

ординате в сторону возрастающих значений, и этот отрезок проеци- 

руется на ту часть кривой, которая лежит ближе к ординате, из 

проекции этой точки на абсциссу может быть определена величина 

1/Кт. Прямая линия 1/[$] = 1/А1 пересекает кривую в одной точке, 

а асимптоту в другой. Значения ординат точек: (1/V)(2 + Ks/Ky) и 

(1/7) + К$/Кт) соответственно. 

Кривая ингибирования избытком субстрата также может быть 

линеаризована (график Мармассе). Примем а = ([S]/[S]min, где 

(S]min — величина [5] в минимуме кривой. Уравнение (845) может 

быть преобразовано к следующему виду: 

1/ = (Ks/Ky)'*(a + 1/a)/V + ШИ (848) 

Строя график 1/V от (а + 1/а), получаем пересечение прямой с 

абсциссой в точке -—(К‹/Ку"?,. что после умножения на 
(S]min = (КзАт)"? дает -—К‹, а после деления на TO же вы- 
ражение — (—1+ Ат). 

Правильность определения зависит в основном от точности 
оценки [53] ше. Вводя выражение [$] = a([S]min + 8), мы получаем, ес- 
ли € < [S]min: 

1/и = 1/ Vmax + (1/ Vax)VKsKi(a + 1/а) + (€/KiVmax)(a — 1/a) (849) 

Если € =0, To (849) равно (848). Фактически уравнение (849) 

представляет собой уравнение множественной линейной регрессии 

для величины 1/и относительно (а + 1/а) и независимому от (а + 

+ 1/а) члену (а — 1/а). Решая уравнение (849) подстановкой при- 

ближенного значения [S]min, мы получаем величину & и более точное 

значение [S]min. Эту процедуру следует повторять до тех пор, пока 

две последующие величины [S]min не станут равны. Используя точ- 

ное значение [S]min, можно получить Vina, И VKs/Ky из (848) и VKs Ky 
из [S]min, таким образом могут быть вычислены как Ks, таки Ky. 

Интегрируя (845), получаем 

({So — [S])/t = Vmax — ([$]5 — [S]7)/2Kit — (Ks/t) In ({S]o/[S]) (850) 

Зависимость нелинейна, и из нее трудно оценить константы.
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График и от lg[S] представляет собой колоколообразную кри- 

вую. Обозначим положения максимума кривой через [S]max, а через 

[З]1 и [$]2 те значения [5] на нижней части колоколообразной кри- 

вой, которые соответствуют скорости, составляющей половину от 

[3]тах. Константы рассчитываются по следующим уравнениям: 

Кт = [$]1 + [$]2 — 4[S]max, Ks = [S]2ax/K1 (851, 852) 

и = [S]max{1 + 2(Ks/K1)'”7] (853) 

3.3.12.2. Ингибирование продуктом. В основном ингибирование 

продуктом может происходить по двумя различным путям: 1) об- 

ратная реакция ингибирует прямой процесс; 2) образуется неакив- 

ный комплекс между продуктом и ферментом. 

Первая возможность превалирует во всех обратимых реакциях, 

если скорость реакции анализируется не только в период начальной 

скорости. Скорость общей реакции в этом случае дается следую- 

щим уравнением: 

ах([5] — [P]K,,.,,) 
u= asp Ks(i + [P]/Kp) (854) 

Интегрирование (854) и комбинация с уравнением Холдейна 

(487а) приводит к | 

[P]/t = И: + (/Кьн)/ (1 — Ks/Kp) + KsKp/(Kp — Ks) + (Kp + 

+ KsKpasu)[Slo/(Kp — Ks)(1 + Кравн)] (1/1) In (1 — [Р]/[Р] в) (855) 

График [Р]/Ё от (1/8) ш (1 — [P]/[Plpasx) дает линейную зависи- 
мость, и, если известны К»„»ьн И [Р] вн, ИЗ временных зависимостей 

при различных [5]о могут быть получены константы. 

Во втором случае простейшим является следующий механизм 

(конкурентное ингибирование): 

E+S2ES~E+P, Ks = [Е1 $] +[Е$] (856) 
E+P2PE, Kp = [ЕР] [РЕ] (857) 

Уравнение, описывающее начальную скорость, решается обыч- 

ным путем: 

Vo = VmaxKp[S]/(KsKp + Kp[S] + Ks[P]) (858) 

Уравнение (858) может быть решено для любого момента вре- 

мени методом интегрирования. Обозначим через у концентрацию
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образовавшегося продукта. Тогда 

dy/dt = VKp([Slo — y)/[KsKp + Kp([S]lo — У) + Ksy] (859) 

Vt = |[Ks/([S}o — y) + 1 + Ksy/Ke({Slo — У (860) 
0 

Vt = Кош [[Slo/((Slo — »)] + y + (Ks/Ke){[Slon [[S]o/(ISlo — УД - У} 
| (861) 

Первые два члена правой части уравнения (861) соответствуют пра- 

вой части интегрированного уравнения Михаэлиса—Ментен для не- 

ингибированного фермента, в то время как третий член пред- 

ставляет влияние конкурентно ингибирующего продукта. Для гра- 

фической оценки (861) преобразуют к виду 

Vt = [Ks(Kp + [$]о)/Кь] In [[Slo/([S]o — У)] + (Kp — Ks)y/Kp (862) 

Согласно Фостеру и Ниманну, график y/t в зависимости OT 

(1/2) In ([$]о/([$]о — У)} представляет собой прямую линию, наклон 

которой равен — Ks(Kp + [S]o)/(Kp — Ks); ее пересечение с орди- 

натой дает значение VKp/(Kp — Ks) и с абсциссой — значение 

VKp/Ks(Kp + [S]o) (рис. 61, а). 

Строя график зависимости отрицательной величины наклона от 

[S]o, мы получаем прямую линию, пересекающую абсциссу в точке 

— Кр. Наклон принимает отрицательные значения, только если 

Кр < Ks (см. рис. 61,6). Если Kp > Ks, наклон положительный, в 

то время как для Kp = Ks получается вертикальная линия (наклон 

бесконечен). 

Эксперимент проводится при различных значениях [$]о ([$о.1], 

[50,2], ...,› [930,п|). Соединяя пересечения прямых линий, проведен- 

ных Из начала координат и имеющих наклоны, соответствующие 

[So,;], и экстраполированных линеаризованных кинетических кри- 

вых, Измеренных при соответствующих значениях [So,i], получаем 

график Фостера—Ниманна, соответствующий кинетике без ингиби- 

рования продуктом (см. рис. 29). Точки пересечения — это значения 

функций, экстраполированных к ¢ = 0, и эти значения равны актив- 

ности, измеренной в начальных условиях реакции (начальные усло- 

вия: [= Ои у=0, т.е. ингибирования продуктом нет, см. рис. 

61, 6). Таким образом, используя две кривые, мы можем получить 

величины Ks, Ги Kp. 

Для неконкурентного ингибирования продуктом 

(y/t) = Vmax/(1 + y/2Kp — Ks/Kp) — [Ks(Kp + [S]o)/(Kp + 

+ y/2 — Ks)}\(1/t) In [[S]o/({S]o — y)] (863)
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y VKp y 
+ КР Ke (Ko+Sq) t и 49 =-1МКе 

tga=- ra = ° tg В1=[501] 

Р 5 tg = [50.2] 
tg 8з=[5 0,3] 

VKp 

| 50 
In 

So-y 

Рис. 61. Анализ ингибирования конечным продуктом по методу Фостера — Ниман- 

на. а — графическое представление интегрального уравнения кинетики Михаэлиса — 

Ментен в случае ингибирования конечным продуктом. 6 — график, согласно рис. а, 

для трех различных начальных концентраций субстрата. Темные кружки — экспери- 

ментальные значения, светлые кружки — пересечения экстраполированных прямых 

линий, полученных из эксперимента, и прямых линий, проведенных из начала коор- 

динат с наклоном, соответствующим начальной концентрации субстрата. Соединяя 

эти точки, получаем график Фостера — Ниманна, соответствующий неингибирован- 

ной реакции. 

Для бесконкурентного ингибирования продуктом 

y/t = Vinax/(1 + y/2Kp) — [Кз/(1 + у/2Кр)] (1/1) In [5]о/ ($ — У)] 
(864) 

Наконец, для смешанного типа ингибирования 

y/t = Vmax/(1 + У/2Кв — Ks/Kp) — [Ks(Kp + [S]o)/(Kp + Kpy/2Kp — 

— Ks))(1/t) In [[S]o/([S]o — ¥)] (865) 

roe Kp — константа диссоциации Р из тройного комплекса ESP. 

3.3.12.3. Ингибирование продуктом одного из ферментов последо- 

вательных сопряженных реакций. Допустим, мы имеем следую- 

щую систему:
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[ 
и Vo [12] / (Ко+ [1 5 0 7 TY о [lol / (Ко a) 

2 > 

Второй фермент, катализирующий первращение промежуточно- 

го продукта I; в Iz, ингибируется Ip. 

Если Iz — неконкурентный ингибитор по отношению к Ij, в ста- 

ционарных условиях можно записать 

1 = V; (TiJss/C + [Is]ss/Ki)(K1 + [Ti ]ss) = V2[I2]ss/(K2 + [I2]ss) (866) 

где А; — константа ингибирования. 

Значения времени, характеризующие систему и требуемые для 

достижения стационарного состояния: 

п = Ki/{Vi/0. + [2]55/ К) — vo] (867) 

72 = K2/(V2 — vo) (868) 

в то время как концентрация промежуточного продукта в стацио- 

нарном состоянии 

[2]55 = юА2/(И> — vo) (869) 

Если [5 — конкурентный ингибитор по отношению к [, тогда 

т1 = А! (1+ [5]53/ К! )/ СИ! — vo) (870) 

в то время как 72 и [12]. равны (868) и (869) соответственно. 

3.3.13. Система двойного ингибирования. Чтобы определить строе- 

ние активного центра фермента, можно использовать два ингибито- 

ра одновременно. Они могут быть либо одного типа (например, 

оба конкурентные) или различных типов (например, один неконку- 

рентный, другой бесконкурентный). Общая схема двойного ингиби- 

рования показана на рис. 62. 

Штриховые линии отмечают те элементарные стадии, на кото- 

рых происходит взаимодействие между субстратом и одним из ин- 

гибиторов. Двойные линии ‘символизируют стадии, на которых два 

ингибитора взаимодействуют с поверхностью свободного от суб- 

страта фермента, а пунктирные линии обозначают взаимодействие 

между ингибиторами на фермент-субстратном комплексе. Кружка- 

ми обозначены комплексы, способные распадаться с образованием 

продукта. Очевидно, в зависимости от природы двух ингибиторов
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ЕЗ[1 [2 

Рис. 62. Общая схема двойного ингибирования. 

некоторые стадии необходимо исключить из общей схемы, и COOT- 

ветственно изменится зависимость начальной скорости реакции от 

концентрации конкретного ингибитора и субстрата. 

Применение метода двойного ингибирования позволяет решить 

такие вопросы: связываются ли два ингибитора с одними или раз- 

личными группами фермента, является ли наблюдаемое конкурент- 

ное ингибирование истинно конкурентным или кажущимся 

конкурентным, имеются ли стерические помехи между ингибитора- 

ми или между ингибитором и субстратом, вызывает ли субстрат 

конформационные изменения в ферменте и т. п. 

На практике до сих пор в основном использовали метод двой- 

ного полностью конкурентного ингибирования. Поэтому мы Oy- 

дем рассматривать только этот случай. 

Тип двойного полностью конкурентного ингибирования теорети- 

чески не отличается от полностью конкурентного ингибирования, 

но выделить все же его нужно, так как его математическая форму- 

лировка более сложна и графическое представление иное. Важность 

исследования этого типа ингибирования заключается в том, что, ес- 

ли по химической структуре один ингибитор аналогичен одной из 

половин субстрата, а другой ингибитор — другой половине, экспе- 

рименты могут доказать, что субстрат связывается с белком двумя 

точками и, если ингибиторы являются специфичными (и обратимо) 

связывающимися реагентами, могут быть идентифицированы груп- 

пы белка, ответственные за связывание любой половины субстрата. 

Легко установить, какой из двух ингибиторов ингибирует пол-
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"Таблица Х. Различие ингибиторов при двойном ингибировании 

1/1 Ингибитор 

как функция [1] как функция [15] I I 

при постоянной [2] при постоянной [{I1)} ; 2 

Линейная Линейная Полный Полный 

Линейная Гиперболическая Полный Неполный 

Гиперболическая Гиперболическая Неполный Неполный 

ностью или частично вне зависимости от типа ингибирования. 

Табл. Х показывает способ такого анализа. 

Если оба ингибитора полностью проявляют свой эффект, анализ 

наклонов и отрезков, отсекаемых на осях как функций концентра- 

ций ингибитора и субстрата, достаточен для определения типа ин- 

гибирования (табл. XI). 

Пусть I; и [2 — два ингибитора, конкурентные по отношению к 

субстрату. Примем, что ингибиторы не реагируют друг с другом 

и с субстратом (таким образом, комплексы [112, 118, [25 и [1125 не 

образуются); более того, ингибиторы полностью конкурентны (т. е. 

комплексы EI,;S, El2S не регистрируются). 

В этом случае будут наблюдаться следующие элементарные 

стадии: k 
E+S@ES~E+P 

E+1;2@El Ker, + [Е ИЕ] (871) 

E+I,2@El2 Key, + [E][I2]/{EI2] (872) 

El, +I@Ehl Ken, = (EhJ{kJ/(EL Ъ] (873) 

Е? + пе ЕШЬ Ker,1, = (El) Qi)/(Eh О] (874) 

Кен КЕц,1, = КЕБКЕЬ, (875) 

Таблица XI. Определение типа ингибирования 

Форма уравнения 1/v; при постоянной [|5] * Ингибирование |, 

а + 5/[$] + [l:Jd@/[S] Полностью конкурентное 

а + 6/[$] + [1]а/$] + с Полностью неконкурентное 

а + b/{S] + [ile Полностью бесконкурентное 

за, b, си 4— различные константы в различных уравнениях. 
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и допустим, что КЕи, т, = АКЕЬ И КЕ, п = eKe1,, ГД с — константа 

взаимодействия между I; и Iz в комплексе Е! I2. Если [1 и [5 связы- 

ваются с одной группой фермента, комплекс Е111› не может образо- 

вываться, так что а = ©. Если Ц и [5 взаимодействуют с 

различными группами фермента, комплекс ЕТ! образуется и 

со > а > 0. Если I; и [5 не влияют на связывание другого ингибито- 

ра с ферментом, тогда a = 1. Наконец, если связывание [1 способ- 

ствует связыванию 12, то [> а > 0; если же Ц ингибирует 

связывание In, то © >а > Il. 

Мы можем также использовать стационарное приближение, по- 

тому что два вещества являются полностью конкурентными инги- 

биторами (3.3.5) и тогда 

а[Е$]/ АЕ = ky[(S][E] — (kK-1 + k2)[ES] = 0 (876) 

[Вх = [Е] + [ES] + (Eli) + (Ele) + (Eli 12] (877) 

Поскольку из (876) [Е] = [ES]Km/[S], все другие комплексы могут 

быть выражены в явном виде через уравнение, содержащее [ES]. Та- 

ким образом, подставив уже упомянутые константы диссоциации 

[см. выражения (871—874)] в выражение для [Е]т, получим 

и = И/П + (Км/[З)А + [Ш]/Квы + []/Квь + [Ш [I2]/oKer, Ker,)] 
(878) 

Линеаризация этого уравнения дает 

1Ии; + 1/V + (Км Га + [I2]/Ker, + 

+ (Km/[S] ГКвв) + П2]Иа&Кев,) [Ii] (879) 

Аналогичное уравнение может быть записано для []2]. Если 

строить график 1/1; либо как функцию [11] при различных постоян- 

ных значениях [12], либо как функцию []2] при постоянных величи- 

нах [11], мы получим серию прямых линий, которые параллельны 

при @ = ©, имеют общую точку пересечения во втором или треть- 

ем квадранте при 0 < а <, или | <а < © соответственно. При 

a = 1 прямые пересекаются на абсциссе (рис. 63, аи 6). 

Аналогичные кривые получаются, если строить график 1/и; от 

[2], за исключением того, что при с = © наклон параллельных ли- 

ний равен Км/[5]ГКеь, в то время как при с > а > 0 абсцисса об- 

щего пересечения равна —аКеЕ!,. Так как при использовании 

ингибиторов I; и [5 по отдельности могут быть вычислены Key, И 

КЕ с помощью метода Диксона или любого другого подходящего 

метода определения константы ингибирования, вышеуказанный ме- 

тод можно использовать для определения величины a.
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1/0; 1/u; 

49% =Км/[$] УКЕ1. 

(Ie =[12] [2)=[15] 

[2]=0 

[ 

a (14) — Key, 6 I; ] 

Рис. 63. Определения константы диссоциации комплекса фермент — ингибитор и 

константы взаимодействия двух полностью конкурентных ингибиторов согласно те- 
ории Ионетани и Теорелла. а) a = ©; 6) 1 >а > 0. 

В приведенном виде метод был разработан Monemanu и Теорел- 

лом при изучении связывания кофермента с алкогольдегидрогена- 

зой. Однако следует отметить, что принцип метода был известен 

задолго до этого. Впервые он был применен /Лоуэ, который постро- 

ил график зависимости [[:] от []2] при постоянной величине и;/ 

(изоболограмма). Этот метод приводит к получению прямых линий 

при а = © и выпуклых кривых при © > а > 0. Аналогичный спо- 

соб’ графического представления был предложен позже Уэббом. 

Другой метод был разработан Яги и Озава, которые строили гра- 

фик зависимости и /и; от ([11] + [12]). При «< = с получается прямая 

линия, при © > a > 0 — квадратичная зависимость. Однако эти 

способы представления данных обычно не рассматриваются, так 

как в случае двух полностью конкурентных ингибиторов наиболее 

простым и точным является уже упомянутый метод Йонетани— 

Теорелла. 

Если оба ингибитора не являются полностью конкурентными, 

необходимо определить другую константу взаимодействия В, чтобы 

охарактеризовать взаимодействие I; и [› в комплексе с ES. Kak и 

в случае с а величина В = 1 означает независимое связывание двух 

ингибиторов, а В = © указывает на взаимоисключающее влияние
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при связывании с комплексом ES. Если 1 < В < 0, один из ингиби- 

торов ограничивает связывание другого с комплексом ES, в то вре- 

мя как при 0 < B <1 они промотируют связывание друг друга. 

Константы взаимодействия легко можно определить, если один 

из ингибиторов проявляет лишь неполное ингибирование. График 

зависимости 1/и от концентрации полного ингибитора [11] при по- 

стоянных концентрациях [5] и []2] имеет вид прямой линии. Обо- 

значим ее пересечение с абсциссой через —т. Очевидно, что т 

является функцией [$] и [Iz]. Табл. XII суммирует способы опреде- 

ления константы взаимодействия с использованием этой 3aBH- 

симости. 

Таблица XII. Определение констант взаимодействия с использованием двойного ин- 

гибирования 

График зависимости т от [15] при постоянном 
Константа взаимодействия 

значении [$] 

Прямая линия a = © и(или) В = 0 

Линия, параллельная абсциссе a=1, B=1 | 

Вогнутая гипербола 1 <а< ©, | <В< о 

Выпуклая гипербола 0O<a<10<B<1 

Анализ несколько затрудняется, если используют два полностью 

ингибирующих вещества. Однако константа взаимодействия может 

быть определена и в этом случае, если насытить фермент одним 

из ингибиторов и построить график зависимости 1/ш oT 1/[$]. В 

результате получается прямая линия, наклон которой и отсекаемый 

ею отрезок являются функциями концентрации другого ингибитора. 

Из анализа этой функции можно определить константы инги- 

битора. 

При работе с двумя ингибиторами следует учитывать тот факт, 

что одновременное действие трех лигандов фермента может дать 

специфический эффект. Например, влияние двух ингибиторов сум- 

мируется только в особых случаях; обычно они действуют сине- 

ргично или антагонистично, т.е. усиливают или ослабляют влияние 

другого. В определенных случаях взаимодействие ингибиторов за- 

висит от концентрации субстрата, т.е. в зависимости от этой вели- 

чины два ингибитора могут сначала ослаблять влияние один 

другого, затем влияние обоих ингибиторов суммируется и наконец 

при дальнейшем изменении [5] в действии двух ингибиторов может 

обнаруживаться эффект синергизма. Если одно из веществ является
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неполным ингибитором, то в определенных случаях совместное ис- 

пользование двух ингибиторов может вызвать меньшее ингибирова- 

ние, чем наблюдалось при наличии одного из них. В особых 

условиях одновременное добавление двух неполных ингибиторов 

может даже привести к увеличению скорости ферментативной реак- 

ции по сравнению с неингибированным ферментом, т.е. одновре- 

менное использование двух ингибиторов может привести к 

активации (парадокс ингибирования). 

3.3.14. Обратимо-необратимое двойное ингибирование. Если один 

из ингибиторов вызывает обратимое, другой — необратимое инги- 

бирование, и первый — неконкурентный, а второй — конкурентный, 

тогда (принимая, что [11] > [Е]т, [$] > [Ет и [Р] = vot) B отсутствие 

обратимого ингибитора: 

[Eli] = [Еф {1 — ер[- АА] Kst/({[S]o + Ks)] (880) 

где [1 — необратимый ингибитор и А; — константа скорости второго 

порядка образования фермент-ингибиторного комплекса: 

a[P]/dt = vo exp [— КИП] Kst/({Slo + Ks)] (881) 

[P] = [Vinax[S]o/Kskifli]] {1 — exp [—Ai{li]Kst/((Slo + Ks)]} — (882) 

Обозначая неконкурентный обратимый ингибитор как Io, для 

случая присутствия обоих ингибиторов получаем следующие вы- 

ражения: 

[EI2] = [Е] (1 — ехр[-АНШИа + [S]/Ks)(1 + [2К1)]} — (883) 
a[P]/dt = К2[Е]т/( + Ks/[S])(1 + [I2]/Ky) exp [- КАИЫ]2/А + 

+ [S]/Ks)(1 + [2]/К\)] | (884) 

[Р] = { Vmax[S]/Askif[li]} (1 — exp [- Аз КАН ]1/(К$ + 

+ [S)(Ar + 02] (885) 

Измеряя образование продукта при различных [Ij], [2] и [$], 

можно вычислить величины констант. 

3.4. ВЛИЯНИЕ ДРУГИХ ЛИГАНДОВ 
И ФАКТОРОВ ОКРУЖЕНИЯ 

3.4.1. Влияние активаторов. Ферментативная реакция может быть 

не только ингибирована, но и активирована. В этом случае актива- 

торы, а не ингибиторы связываются с белком. Если активатор об- 

ратимо связывается с белком, т.е. может диссоциировать, и 

фермент подчиняется обычной кинетике Михаэлиса—Мэнтен, то



234 3. Ферментативная кинетика 

для исследования активированной реакции можно использовать 

принципы, рассмотренные выше. Можно применять те же уравне- 

ния и графические построения, за исключением того, что член (1 + 

К_/[А]) заменяет член (1 + []/Ку) и величина 1/% в левой части 

уравнения представляет собой обратную величину от величины 

максимально активированной начальной скорости. Это означает, 

что под воздействием А (активатора) либо увеличивается прочность 

связи фермент—субстрат (в противоположность влиянию I, KOTO- 

рый вызывает дестабилизацию связи), либо ускоряется стадия рас- 

пада фермент-субстратного комплекса (в отличие от воздействия I, 

который уменьшает ее). Аналогично можно выделить явно конку- 

рентную, неконкурентную и т.д. активацию. 

Естественно, могут возникнуть и специфические случаи. Напри- 

мер, случай, когда активатор необходим, т.е. он не просто ускоря- 

ет реакцию, а в его отсутствие реакция вообще не может протекать. 

Тогда ‘следует рассмотреть следующие элементарные стадии 

процесса: 

E+A2EA, Kg = [Е [А]/[ЕА] (886) 
БА + $ = ЕА$ >ЕА +Р, Ks = [EA][S]/[EAS] (887) 

vo/ И = [ЕА$] + [Е]т (888) 
[Е]; = [Е] + [EA] + [EAS] (889) 

1/ = Ks(1 + Ka/{A])/V[S] + 1/V (890) 

Другие особые примеры (например, случаи, когда активатор, a 

не фермент образует комплекс с субстратом, или активатор и инги- 

битор одновременно действуют на фермент, или избыток активато- 

ра ведет себя как ингибитор) подробно обсуждаться не будут. 
Если связывание второй молекулы субстрата необходимо для 

протекания реакции, т.е. она активирует фермент (активация из- 

бытком субстрата), кривая насыщения имеет сигмоидную форму и 

~d[P\/dt = Улах/ {[КзКм/((8] — [Р?] + [Ku /([So] — [PI] +1} (891) 
После интегрирования, подстановки значения [Р] и перегруппи- 

ровки получается нелинейное выражение: 

([So] — [S])/t = Vimax[1 + (КзКм/ [50] [$] — (Km/t) In ([So]/[S]) (892) 

3.4.2. «Либератор». В добавление к субстрату, ингибитору и акти- 
ватору имеется еще тип веществ, взаимодействующих с ферментом. 
Это может быть соединение, непосредственно не влияющее на фер- 
ментативную активность, т.е. не являющееся ни ингибитором, ни 
активатором, но оно может подавить или по крайней мере умень-
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шить влияние ингибитора или активатора, связанного с ферментом. 

Такие вещества называют либераторами, потому что они освобож- 

дают фермент от ингибитора или активатора. В настоящее время 

известны либераторы для ряда ферментов (например, для треонин- 

дезаминазы, изоцитратдегидрагеназы, глутаматдегидрогеназы и 

ацетилглутаматкиназы и т. д.). Кинетическая модель действия ли- 

бератора достаточно сложна, так как ингибитор (или активатор) 

сам может быть конкурентным, неконкурентным или бесконкурент- 

ным по отношению к субстрату (здесь отмечены только основные 

типы), и во всех случаях либератор может показать те же типы 

взаимодействия по отношению к ингибитору (активатору). 

Таким образом, если принять во внимание только простейшие 

(основные) типы взаимодействия, может быть рассмотрено девять 

различных вариантов. 

В двойных обратных координатах обычно мы получаем карти- 

ну, соответствующую типу ингибирования независимо от способа 

действия либератора. Исключением являются случаи, когда испо- 

льзуют неконкурентный либератор, бесконкурентный ингибитор 

или бесконкурентный либератор вместе с конкурентным, неконку- 

рентным или бесконкурентным ингибиторами. В этих случаях гра- 

фическое представление характерно для смешанного типа 

ингибирования. Однако точки пересечения во втором квадранте от- 

личаются попарно друг от друга. 

В общем случае при увеличении концентрации либератора инги- 

бирующий эффект ингибитора постепенно уменьшается вплоть до 

полного снятия ингибирования. Тем не менее в некоторых случаях 

ингибирующий эффект либератора не зависит непосредственно от 

его концентрации, потому что полное снятие ингибирования проис- 

ходит только при определенной концентрации либератора. При бо- 

лее низких его концентрациях происходит лишь частичное снятие 

ингибирования, а при более высоких концентрациях вещество теря- 

ет свои свойства либератора и активирует фермент. 

В действительности влияние рН тоже попадает в уже рассмот- 

ренную категорию модифицирующих эффектов, так как Н* или 

ОН” могут так же ингибировать или активировать ферментатив- 

ную реакцию, как и любой ингибитор или активатор (и, по всей 

вероятности, они могут так же действовать, как либераторы). Тем 

не менее общая и особо важная роль рН требует отдельного рас- 

смотрения (см. разд. 3.4.4). 

3.4.3. Влияние температуры на скорость и ингибирование фермен- 

тативной реакции. Как показано в разд. 2.13, из температурной за-
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висимости константы скорости реакции, согласно уравнению 

Аррениуса (283), и из константы равновесия процессов, согласно 

уравнению Вант-Гоффа (293), могут быть вычислены термодинами- 

ческие параметры реакции. | 

В случае механизма Михаэлиса—Ментен, когда вслед за быст- 

рым равновесием следует скоростьлимитирующая стадия фермента- 

тивной реакции, константа скорости (А2) этой стадии может быть 

использована для построения графика Аррениуса. Так как в случае 

стационарной кинетики нет скоростьлимитирующей стадии, темпе- 

ратурная зависимость k2 не будет характеризовать ферментативную 

реакцию с термодинамической точки зрения. Обычно принято испо- 

льзовать для графика Аррениуса Vmax вместо k2 (ср. (428a)), т.е. 

строить график зависимости lg Vmax от 1/Т. Это обоснованно, если 

принять во внимание, что величина отсекаемого отрезка, из которо- 

го вычисляется AS* (см. (285)), также содержит lg [Е]т. Однако, 

если ферментативная реакция не подчиняется простейшему механиз- 

му Михаэлиса—Ментен, а, например, приводит к проявляющемуся 

в кинетике комплексу ЕР, тогда нельзя использовать Vmax вместо 

К2. Причиной этому служит то, что в этом случае максимальная 

скорость является функцией концентрации продукта, суммы и отно- 

шения трех констант скорости (ср. (458)), а уравнение Аррениуса 

справедливо только для элементарных стадий реакции. Аналогично, 

широко используемая практика построения графика | от 1/T в 

качестве графика Аррениуса ошибочна. Так как в выражение (433) 

для и вхоит величина Км, зависящая от температуры, этот метод 

не может привести к имеющим смысл результатам. 

Обычный график Аррениуса, зависимость 1 (К/Т) от 1/7, мо- 

жет иметь точку(и) перелома. Если температурная зависимость 

данной ферментативной реакции не подчиняется линейному закону, 

это может объясняться следующими причинами: / 

1) изменение фазового состояния растворителя; 

2) в реакционной смеси протекают две параллельные реакции с 

разными температурными коэффициентами, катализируемые раз- 

ными активными центрами фермента, либо различными фер- 

ментами; 

3) изучаемая реакция протекает в две или более последователь- 

ные элементарные стадии. Это наиболее частая причина отсутствия 

линейности графика Аррениуса; 

4) фермент, катализирующий реакцию, присутствует в двух фор- 

мах, имеющих разные активности; 

5) фермент инактивируется необратимо. Этот случай идентичен
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предыдущему, но одна из двух форм фермента, находящихся в рав- 

новесии, неактивна; 

6) изменение температуры влияет только на сродство субстрата 

к ферменту, но не на сродство продукта (или наоборот), что изме- 

няет механизм реакции. 

Однако, если рассмотреть точку перелома на «псевдоаррениусо- 

вом» графике lg vp в зависимости от 1/7, она отражает лишь изме- 

нение температурной зависимости Км и из этого нельзя сделать 

выводы, касающиеся механизма реакции. 

Обычной практикой также является построение графика lg Км от 

1/Т в качестве графика Вант-Гоффа. Это тоже бессмысленно, и не 

приводит к полезным результатам, так как даже в простейшем слу- 

чае Ам является суммой и отношением трех констант скорости, в 

то время как интерпретация соотношения Вант-Гоффа справедлива 

только для равновесия (т.е. для отношения двух констант скорости) 

элементаных стадий. Для определения константы диссоциации фер- 

мент-субстратного или фермент-ингибиторного комплекса можно 

использовать график Вант-Гоффа (с относительными концентрация- 

ми, см. разд. 2.13, рис. 20). 

Соотношение констант скорости ингибированной и неингибиро- 

ванной ферментативных реакций (в случае механизма быстрого 

установления равновесия Михаэлиса—Ментен) также можно испо- 

льзовать для того, чтобы определить, обусловливается ингибирова- 

ние энтропийными или энтальпийными факторами. 

Если Ки А; — константы скорости неингибированной и ингиби- 

рованной реакций соответственно, тогда, согласно уравнению (274), 
k = Ае-Е/ЕТ и к = Aie Ё"ЮТ, Умножив обе части уравнений на 
[Е]т, после деления уравнений друг на друга и логарифмирования, 

получим 

lg (V/Vi) = lg (А/А;) + AE/2,3RT (893) 

где Г; — максимальная скорость ингибированной реакции, А/А; — 

константа, величина которой составляет AS*/2,3R, и АЕ-— раз- 

ность энергий активации ингибированной и неингибированной реак- 

ций. Строя график lg(V/V;) от 1/7, получаем прямую линию с 

наклоном, который непосредственно дает разность между энергия- 

ми активации, а также и энтальпиями обеих реакций. Если наклон 

равен нулю, т.е. линия параллельна абсциссе, ингибирование вызва- 

но энтропийными факторами. Последний случай относится к пол- 

ностью конкурентному ингибированию, когда тип ингибирования 

не изменяется с изменением температуры.
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3.4.4. Влияние рН на скорость ферментативной реакции. рН может 

влиять на скорость ферментативной реакции тремя способами, воз- 

действуя на: 1) максимальную скорость; 2) образование фермент- 

субстратного комплекса, что в простом случае (т.е. когда Vmax не 

зависит от рН) проявляется в изменении константы Михаэлиса; 

3) устойчивость фермента. 

Информацию, касающуюся природы групп активного центра 

фермента, можно получить только при изучении двух первых эф- 

фектов. Третий только дает кажущийся рН-оптимум, форма кото- 

рого такая же, как и так называемого температурного оптимума 

фермента. Последний также не является инстинным оптимумом, 

потому что форма -функции зависит также от неспецифической де- 

натурации фермента. 

Скорость ферментативных реакций всегда зависит от концентра- 

ции Н* и фермента при условии, что субстрат используется в до- 

статочном избытке. К тому же на скорость реакции могут также 

влиять константы кислотной и щелочной ионизаций 1) фермента, 

2) фермент-субстратного комплекса и 3) субстрата. 

Исследуя влияние рН на максимальную скорость, мы получаем 

информацию о тех группах фермента, ионизационное состояние ко- 

торых влияет на активность каталитического центра. Величина pK, 

получення из рН-зависимости максимальной скорости, характеризу- 

ет рА того аминокислотного остатка, ионизация или деионизация 

которого необходима для превращения субстрата. 

По характеру зависимости константы Михаэлиса и константы 

диссоциации от рН можно судить о природе групп, участвующих 

в образовании фермент-субстратного комплекса, ионизированное 

или деионизированное состояние которых необходимо для образо- 

вания комплекса. Полученные таким образом величины PK характе- 

ризуют аминокислотную группу, которая принимает участие в 

образовании комплекса, т.е. находится в связывающем центре. 

Если максимальная скорость и константа Михаэлиса имеют ана- 

логичные рН-зависимости, связывающий и каталитический центры 

могут перекрываться на поверхности фермента и, таким образом, 

ионизация одних и тех же групп необходима для связывания и пре- 

вращения субстрата. 

Этот метод оказался полезным для объяснения роли гистидина 

в механизме действия различных эстераз или в доказательстве роли 

SH-rpynn в папаине и т. д. 

Описанный подход можно применять и для изучения ингибиро- 

вания. Анализируя рН-зависимость константы диссоциации (Ат) ин-
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гибитора, по величине рА можно сделать выводы об аминокис- 

лотных группах, участвующих в связывании ингибитора. В некото- 

рых случаях это может служить контролем того, является ингиби- 

рование истинно конкурентным или имеет  кажущийся 

конкурентный характер. В этом случае вычисленные из рН-зависи- 

мости констант диссоциации субстрата и ингибитора величины PK 

должны быть одинаковыми, так как в случае конкурентного инги- 

бирования одни и те же группы связывают субстрат и ингибитор. 

Если оба этих измерения дают разные величины PK, ингибирование 

имеет только кажущийся конкурентный характер, поскольку связы- 

вающие группы неидентичны. 

Рассмотрим процесс ионизации двухосновной кислоты, обозна- 

чая Н* через Н: 

К! K2 

АН. = AH™ =А?- 

К1 = [АНИНИПАН?] (894) 

К» = [A?~ ]{H]/[AH ` | = [А*^ПНР/АН2] К! (895) 

[А]: = [AH2] + [АН`] + [A?7] (896) 

[А] = [АН21(1 + Ki/[H] + KiK2/[H]’) = [АН2] (897) 

[А]т = [AH ](1 + [НИК! + К›/[Н]) = [АН 7] (898) 

[А] = [А27] (1 + [H]/K2 + [H]?/K1K2) = [А] (899) 
т.е 

Х=1+ К!/[Н] + К! К>/[Н]2 (900) 

f~ =1+ [H\/Ki + K2/{H] (901) 

Р- = 1+ НИХ» + [Н]2/К, К» (902) 

Это так называемые рН-функции Михаэлиса. 

Точно такие же отношения применяются к диполярным ионам, 

в которых второе промежуточное соединение несет как положи- 

тельный, так и отрицательный заряд. Строя график рН-функций 

Михаэлиса мы получаем кривые, в которых рН-зависимость вели- 

чины, обратной /_, соответствует рН-зависимости активности фер- 

мента (рис. 64). 

По крайней мере для простейшей односубстратной реакции, под- 

чиняющейся уравнению Михаэлиса—Ментен, можно сделать вывод 

о том, ионизация какой группы (основной или кислотной) необхо- 

дима для проявления ферментативной активности. Из вышеприве- 

денной функции (1//` от pH) следует, что в точке рН-оптимума 

(H*] = VKiK2.
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Рис. 64. График рН-функций Ми- 
хаэлиса. 

Если мы исследуем: отдельно влияние рН на максимальную ско- 

рость, то рН-зависимость ее будет функцией только рН-зависимос- 

TH k2, так как Vmax = А2[]т. Поэтому константа скорости k2 

включает две величины: рН-независимую часть k2, определяющую 

скорость распада активного комплекса ES в данном ионизационном 

состоянии, и соотношение, определяющее концентрацию этого ком- 

плекса с данным состоянием ионизации при разных значениях рН: 

ko = ko/fes (903) 

Из этого следует, что 

v = k,[ES]*/fes (904) 

где А› — константа скорости распада [ES]*, [ES]" — общая концент- 

рация фермент-субстратного комплекса, [Е$]"//=з — концентрация 

комплекса в том ионизационном состоянии, которое вызывает рас- 

пад субстрата при разных pH. 

Из соотношений (901) и (903) 

Vinax = К2[Е]т/(1 + [H]/Kes, + Kes,/[H]) (905) 

где Кез, — кислотная, a Кез, — щелочная константы диссоциации. 

Чтобы сделать уравнение безразмерным, умножаем обе части на 

М-'.с; логарифмируя, получаем выражение 

lg Vinax = Ig [Е] — 16.5 (906) 

Так как первый член в правой части уравнения не зависит OT 

РН, строя график lg Vmax от РН, получаем значения pK, характер- 

ные для ионизации тех групп комплекса ES, которые влияют на ак- 

тивность (рис. 65, 6).
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Анализируя влияние рН на Ks, можно записать 

E*+S2ES"*, Ks = [Е*][$]/[Е $ ]* (907) 

где Ks не зависит от pH, если Е* обозначает уже определенную ио- 

низированную форму фремента, а 5 обозначает субстрат в требуе- 

мой (например, неионизированной) для протекания реакции форме. 

Ks = [EJ[S]/[ES] = [Виз = (ЕЛИ) = (908) 

Умножив обе части уравнения на М ` ! и взяв отрицательный ло- 
гарифм, получаем | 

pKs = pKs + Ig fgs — Ig fe — lg fs (909) 

Графики зависимости pKs, рАм или Ig Vmax OT рН дают кривые 

с целочисленными наклонами, а именно —2, —1, 0, 1, 2 (см. разд. 

2.21 и рис. 23). Выпуклые участки кривой позволяют вычислить ве- 

личины PK групп свободного фермента, а вогнутые участки кривой 

дают значения pK групп в комплексе ES (рис. 65, а). 

Из графика зависимости |g (Гш.х/ Ам). от РН получаем величину 

рА для свободного фермента (рис. 65, в). Таким образом, с по- 

мощью трех графических построений можно установить, какие рК 

отвечают группам свободного фермента, фермент-субстратного 

комплекса или субстрата. 

При изучении зависимости скорости реакции от рН следует 

иметь в виду возможность изменения механизма реакции. Так, из- 

вестны реакции, скоростьлимитирующей стадией которых в кислой 

среде является ассоциация субстрата, а в щелочной среде скорость 

реакции определяется стадией диссоциации продукта. В этих случа- 

ях наблюдаемая рН-зависимость, по крайней мере частично, явля- 

ется следствием изменения реакционного механизма. 

Часто бывает, что Vmax сильно зависит от рН, а Ам практически 

не зависит от него (это несправедливо для Ks). В таких случаях же- 

лательно проверить рН-зависимость не только параметров полной 

реакции, но также и индивидуальных констант. 

Если кинетика реакции подчиняется приближению Bpurrca— 

Холдейна, а не Михаэлиса—Ментен (т.е. при рассмотрении испо- 

льзуется Ам = (K-1 + А2)/ Ал, а не Ks, то следует обратить внима- 

ние на тот факт, что А! зависит от ионизации как фермента, так 

и субстрата, но не зависит от ионизации Н$-комплекса. В то же 

время А-!и k2 являются функциями ионизации ES, но не свобод- 

ных фермента и субстрата. Поэтому 

Км = (Е-1 + А2)/ Ки = [(-, + ka)/ iS ESS/fEs) (910) 
.^ 

16—. 1



242 3. Ферментативная кинетика 

Pky 

lg V 

Рис. 65. Изучение рН-зависи- 

мостей кинетических парамет- 

РКЕ, ров ферментативных реакций 

согласно Диксону (аи 6) и 
Пеллеру и Альберти (6). 

а — рН-зависимость рАм; 

6 — IgV = (рН); в — измене- 

ние Ig(V/Km) от pH. Наклоны 

| во всех случаях равны О0, 

РН 1 ul. 

| 
| 
| 

| 
| 
| 
| 

Уравнение для полной реакции имеет вид 

v = [k2[E}r/(1 + [H]/Kes, + Kes,/[H])]/(1 + (1 + [$1 + 
+ ko)/ki) (G+ (H]/Ke, + Кв, [НОА + Ks,/(H] + Ks,Ks,/[H))V/(1 + 

+ [H]/Kes, + Kes,/[H))]} (911) 
Для рН-зависимости ингибирования справедливы следующие 

уравнения: 

Ki = ККЕЛ/ЛЕР) (912) 

pK; = pKi + Ig fai — Ig fe — Ie fi (913) 

Kak и описано выше, график зависимости Py от pH дает кря- 

вые, для которых точки пересечения касательных дают величины 

рА, характерные для свободного фермента и фермент-ингибиторно- 

го комплекса.
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Однако не следует забывать, что этот интересный и важный ме- 

тод имеет серьезные недостатки. В первую очередь PK свободных 

аминокислот может отличаться от PK аналогичных аминокислот- 

ных остатков в белке на 1—3 единицы рН. Таким образом, иденти- 

фикация природы группы только по величине рК весьма 

сомнительна, если мы не имеем других независимых данных, под- 

тверждающих данные рН-зависимости. Другая трудность заключа- 

ется в TOM, что величины PK ряда аминокислот весьма близки друг 

к другу и даже одинаковы. Очевидно, что в таких случаях использо- 

вание только этого метода недостаточно для идентификации групп, 

активно участвующих в реакции. 

Комплексный анализ может показать, какая группа фермента — 

кислая или щелочная — включена в образование фермент-субстрат- 

ного комплекса. Такого рода комплексный анализ суммирован в 

табл. ХШ. 

3.5. КИНЕТИКА ТРАНСПОРТНЫХ ПРОЦЕССОВ 
И ВЛИЯНИЕ ДИФФУЗИИ СУБСТРАТА 

НА КИНЕТИКУ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ 

Исследование кинетики транспортных процессов имеет важное 

значение при изучении перемещения метаболитов в цитоплазме и 

через мембрану. Поддержание специфической среды красных кровя- 

ных клеток, нейронов, митохондрий и т.д. невозможно без актив- 

ного транспорта определенных веществ. Это подчеркивает 

важность изучения кинетики как пассивного (диффузия), так и ак- 

тивного (с помощью переносчиков, транслоказ) транспорта. В про- 

цессах, происходящих В живом организме, скорость 

ферментативной реакции сама по себе не определяет скорости рас- 

сматриваемого метаболического превращения, так как пассивный 

и(или) активный транспорт промежуточных соединений всегда вли- 

яет на общий выход. | 
В случае пассивного транспорта, согласно первому закону 

Фика, 

Je = —PcAC (914) 

где Jc — скорость движения субстрата С (моль/с), Вс — коэффини- 

ент проницаемости (ед. длины/с) в данной среде и АС — разность 

концентраций С между начальным и конечным состояниями (при- 

мем, что это величина почти постоянна). В микроскопическом объ- 

еме конциентрационный профиль можно получить исходя из
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второго закона Фика 

d(D dC/dx)/dx = 0 (915) 

а скорость — из первого закона (т.е. из уравнения (914)): 

Jc = -—DdC/dx (916) 

где D— коэффициент диффузии (см?/с) и x — координата направле- 

ния диффузии (см. (329), (330)). 

Если концентрация вещества С равна Со во внеклеточном про- 

странстве и С в клетке или в клеточной органелле, в которую веще- 

ство входит с коэффициентом проницаемости Ро и превращается в 

продукт, согласно кинетике первого порядка, характеризующейся 

константой скорости А, то 

Рс(Со - С) - КС =0, C= С5/@ + К/Рс) (917, 918) 

где А/Рс = В — одна из форм модуля Tune, отражающего влияние 

транспортных процессов на химическую реакцию. 

Скорость реакции равна скорости транспорта: 

Л. = KCo/(1 + В) (919) 

Если мембрана толщиной Г, разделяет два резервуара, концент- 

рация вещества С в которых равна Со и CL, и константа скорости 

первого порядка потребления С равна k, то граничные условия име- 

ют следующий вид: | 

ра*С/ах? - КС =0, С(0)=С, С(Г)= Сь (920) 

и модуль Тиле равен 

В = [(К/Б)"? (921) 

Концентрационный профиль задается уравнением 

C(x) = {Cosh [ВА + x/L)] + СьзВ (8x/L)}/sh В (922) 

и скорость реакции 

Л. = 2LkC th (8/2)/8 (923) 

где 

С = (С + С;1)/2 (924) 

Ясно, что сочетание диффузионных процессов с химической ре- 

акцией делает уравнения, описывающие потребление субстрата (или 

образование продукта) такими сложными, что использование их в 

обычной лабораторной практике биохимиков весьма сложно.
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Если для ферментов, включенных в мембраны, но подчиняю- 

щихся кинетике Михаэлиса—Ментен (например, для ферментов ми- 

тохондрий), принять, что фермент случайным образом (почти 

равномерно) распределен по мембране толщиной [ то изменение 

концентрации субстрата внутри мембраны задается уравнением 

95/9 = Рид? 5т/дх? — Um(x, В (925) 

где {— время; индекс m обозначает величину внутри мембраны; 

х — координата в направлении /. На внешней границе (соответ- 

ствующие величины сопровождаются нижним индексом о) x = 0, на 

внутренней (индекс 1) х = /, 5 — концентрация субстрата, D— коэф- 

фициент диффузии субстрата и и — скорость ферментативной реак- 

ции. В точке х мембраны в момент времени { уравнение для 

скорости движения субстрата имеет вид 

Ло(х, 1) = —Dm(0Sm/0X)x,t (926) 

Средняя скорость расходования субстрата во внешнем пространстве 

задается уравнением 

Ито = —Jm(A/vo) (927) 

где А — площадь поверхности, у» — объем внешнего пространства. 

В стационарных условиях д5ш/д1 = 0. Примем, что S, = 5; и. отсут- 

ствует влияние рН на исследуемый процесс. Тогда, если Sm > Ам 

(реакция нулевого порядка), получаем 

Um,o(0) = —VmaxlA/2v (928) 

Если Sm < Ам (реакция первого порядка), то 

Um,o(1) = —VimaxlASo2(e* + e~% — 2)/2Кма(е" — e~%) (929) 

где а — безразмерный параметр диффузионной реакции: 

а = VN Vinaxl?/KmDim (930) 

где отношения Vinax/Km и Оь/Ё характеризуют ферментативную ре- 

акцию и процесс диффузии субстрата 5 соответственно. 

Если а <1, графики в координатах Лайнуивера—Берка имеют 

линейный характер, потому что из преобразования (929) получаем 

Um,o(1) = —Илах[А5,/20Км = VimaxSo/ Км (931) 

где 

Venax = - VimaxlA /2Vo (932)
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и из уравнений (928) и (932) следует, что 

Vinax — Um, о (0) (933) 

Таким образом, величина Ам, полученная из графика Лайнуивера-— 

Берка, та же самая, что и в растворе, а Vmax — пропорциональна 

величине, измеренной в растворе. Если а < 1, график в двойных об- 

ратных координатах не дает линейной зависимости. При малых ве- 

личинах 1/5 график имеет форму вогнутой кривой, как в случае 

активации избытком субстрата. В менее сложных случаях кривую 

можно аппроксимировать двумя прямыми линиями, которые напо- 

минают случай либо фермента, имеющего два различных значения 

Км, либо двух ферментов, действующих параллельно. Такого рода 

артефакты следует всегда иметь в виду при изучении ферментов, 

включенных в структуры мембран, в том случае, если пассивный 

транспорт субстрата влияет на кинетику реакции. Аналогично не 

возникает линейной зависимости как в двойных обратных коорди- 

натах, так и в координатах Диксона даже в присутствии ингибито- 

ров различных типов. Таким образом, если а>1, нельзя 

определить величину К! никаким из обычных методов. 

В случае активного транспорта, если мембрана сообщается с 

неперемешиваемым внешним пространством (которое близко к фи- 

зиологическим условиям), скорость однонаправленного движения 

вещества определяется как 

J = JmaxC/(Km + С) (934) 

где ./ — скорость переноса на единицу поверхности мембраны в од- 

ном направлении, С — концентрация переносимого вещества. Так 

как во внешнем пространстве отсутствует перемешивание, вблизи 

от переносчика (т. е. белка, с помощью которого осуществляется ак- 

тивный транспорт) концентрация переносимого вещества уменьша- 

ется. То есть 

J = Лиах(С — RJ)/[Km + (С- RJ)], roe R=d/DA (935, 936) 

d — истинная толщина неперемешиваемого слоя раствора, 2 — ко- 

эффициент диффузии для транспортируемого вещества, A — ис- 

тинный объем абсорбционного слоя на единицу поверхности 

мембраны. Следовательно, ЮВ — это эффективное сопротивление не- 

перемешиваемого слоя (ед. поверхности X время/объем). 

Преобразованием уравнения (935) получаем 

График J от J/C (график Иди—Хофсти, см. (504), рис. 33) не
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дает линейных зависимостей, но экстраполяция к пересечению с 

осью //С (где С и J равны нулю) приводит к следующему уравне- 

нию (так как для низких величин / аппроксимация прямой линией 

не приводит к слишком болыпшим ошибкам): 

С помощью еще одного преобразования (935) получаем 

Подставляя (939) в третьи скобки правой части уравнения (937), по- 

лучаем 

J = Jmax — (J/C)[ Km + RJmax — CR(Jmax — J)]/[Km + В(Лаах — J)] 
(940) 

После перегруппировки 

711 — R(J max — Л)/(Км + R(Jmax — 7)] = Jmax — (J/C)(Km + RJ max) 

(941) 

J = Jmax[Km + R(Jmax — Л)]/Км — (J/C){[Km + 

+ R(Jmax — J))(Km + RJmax)}/Km (942) 

Точка пересечения с осью J при С = © дает величину 

(Л)с = = Jmax (943) 

Если активный транспорт происходит в результате действия 

фермента транслоказы (Е), обеспечивающего обратимый ввод ве- 

щества или, в обмен на ввод, вывод другого вещества, то этот бе- 

лок имеет связывающие участки как на внешней, так и на 

внутренней стороне мембраны (Ё и ЕЁ; соответственно). Пусть 

Ет — общая концентрация транслоказы, Ао, А; и Во, В; — начальные 

концентрации обмениваемых веществ; кроме того, пусть часть Ao, 

которая переносится во внутреннее пространство, будет тождест- 

венно равна P, часть Aj, переносимая во внешнее пространство, рав- 

на О, а часть В; равна О’, тогда модель системы в простом случае 

может быть представлена следующим образом:
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При условии, что комплексы EQ, EQ’ и ЕР кинетически несу- 

щественны, уравнение для начальной скорости транспорта имеет 

ВИД 

Ex/vo = [Кз(К2 + Ка)(К-5 + ke) + Ks(k2 + Кб) (К-з + 
+ k4)(Bi/Aj)]/[Kok3ka(k - 5 + Ke) + Kakske(K -3 + ka)(B;/Ai)] + 

+ (K-1 + К2)/ К1К2.Ао + (К-з+ К4)(К-5 + Ke)/[kaka(k - 5 + Ke) + 

+ kske(k-3 + k4)(Bi/Aj)JAi (944) 

График зависимости Ет/и от 1/2; при условии, что 1/A, или 

B,/ А; — константы, имеет вид прямой линии с наклоном, независи- 

мым OT А; или Ао. Таким образом при изменении Aj или Ао получа- 

ется серия параллельных прямых (ср. пинг-понговый механизм для 

двухсубстратной ферментативной реакции, разд. 3.10.1). 

В общем случае можно принять следующую модель: 

fy 
Ey Ag < > Е, А; 

\ Ра 4 

\ f , 

Е < > . 

/ \ 

Ky | ky Ko | Kuo 

у fo \ 

Е В < > Е; В
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Таблица XIV. Величины констант в уравнении (945) 

Константа В общем случае При быстрой диссоциации 

Ко (Л + f-)A/ki lk -2(f-1 + fr) + Л- К +Л- 3) Кло(Л + f-i/(f-1 + Л) 

Ka, (Л + f-1)G/ks[k -4(f-1 + fs) + Л- КВ + S-3)] Kah + f-1)/(f-1 + fs) 

Ka, (fi + f-1)A/kalk-1(f1 + f-2) + f(r + f-2) Ка(Л + Л-1)/(Л + Л-2) 

Кв, (fi + f-1)G/ka[k-3(fi + f-3) + ЛО + Л-з) Кв(Л + Л- 1)/ (А + Л-з) 

4o (K-1(f1 + f-2) + ACh + Л-ЭИЕКЬ + f-2) Кло(Л + f-2)/(f2 + f-2) 

Bo [k-3(fi + f-3) + As + f-s)V/ka(s + Л-з) Ka(fi + f-3)/(fs + f-3) 
fo [К-з(А + f-3) + Л(В + S-3s))A/kilk-3f-3(k-2+ Ka lf + Л-з)/(Ф + f-3) 

+ fro + f-2) + k-2falk-3 + fa + f-3)] 
Bo [K-10 +) + Л(Ф + f-2)]G/ksik-1f-2(kK-4 + = Ka fi + f-2)/(f-2 + В) 

+ fa + f-3) + k-sfalkK-1 + fo + f-2)] 
Va, К-ЛЛ-2[Ет]/[^- (А + f-2) + fi(f2 + f-2)] [Er] ЛЛ- 2/(Л + F-2) 

Vi. k_yk-4f-2fs{Er]/[ ak -a(kK-1 + № + f-2) + [Er] Sf -2f3/(fs + f-2) 

+ f-2k-\(k-4 + fa + f-3)] 

Иво К-4/Л- «Л[Ет] [К - 4-1 + fa) + Л- ЦЗ + Л-3)] [Er] f-1f3/(f-1 + Л) 
Vay Можно вычислить из (946) 

Ив, Можно вычислить из (947) 

Уравнение для скорости реакции, соответствующей вышеприведен- 

ной схеме, имеет вид 

— (Аа! = [(Va,/Ka)([Ai] — а[Ао]) + (Тя, / Ка КВ)(АТВо — 
— («/В[АТВ ИИ + [АМ Кл + [Ai]/Ka, + [Во] Кв» + [В/Кв, + 

+ [Ao] [Ai]/K4,Ka, + [Во ИВ/КВ,Кь, + [Ао [В]/Кл,Кв, + 
+ [Bo][Ail/K3,Kai] (945) 

где (нижний индекс f означает конечное состояние) 

a = ([АД/[Ае] = (л/Кль)/(УжКл) = f-1fakik—2/fif-2k-1ke (946) 
В = ([Bi]/[Bo])t = (Ув/Квь)/(Ув/Кв,) = f-1faksk -4/fif— 3k -зКа (947) 

Здесь Kay = К-1/ Аа, КА. = К-2/К>, Kz, = К-з/Кз, Кв. = К-4/Ка, а 

другие константы сведены в табл. XIV, где G=k-3f-3 + 

+ К-зК-4+ K4f3 u H= k_-if-2+ К-1А-2+К-2Ь. 

Если [Ao] = [В] = 0 u [Aj] < Кд, To 

о = —d[Ai]/dt = ((Ai]/Ka)[Va, + РВ Во] КИС + [Bo]/Ka,) (948) 

При изучении кинетики транспорта можно использовать KOHKy- 

рентные, неконкурентные, бесконкурентные и т.д. ингибиторы та-
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ким же образом, как в случае анализа ферментативных реакций. 

Однако вследствие относительной сложности этих подходов, они не 

будут рассматриваться в этой книге. 

3.6. КИНЕТИКА ДЕЙСТВИЯ 
ИММОБИЛИЗОВАННЫХ ФЕРМЕНТОВ 

Первый вопрос, который возникает, заключается в том, есть ли 

смысл в изучении кинетического поведения ферментов, включенных 

in vitro в искусственные мембраны или связанных с носителем. В 

действительности это необходимо с двух точек зрения. 

Практический аспект проблемы состоит в том, что иммобилизо- 

ванные ферменты находят все большее применение в промышлен- 

ности, медицине и аналитической химии. В промышленности они 

применяются в качестве высокоэффективных, специфических ката- 

лизаторов, которые могут быть регенерированы и использованы 

для разделения рацематов, в производстве различных реактивов, 

фармацевтических средств, пищевых и кормовых добавок и т. п. Их 

можно использовать в реакторе перемешивания, в колоночном ре- 

акторе, в виде волокон и т. д. В медицине использование иммобили- 

зованных ферментов перспективно’ для лечения наследственных 

дефектов ферментов или в виде микрокапсул для создания искус- 

ственной почки или поджелудочной железы. Аналитическое приме- 

нение иммобилизованных ферментов приобретает sce большее 

значение особенно в случае мембранных электродов, обладающих 

повышенной чувствительностью и (что более важно) высокой спе- 

цифичностью. 

Теоретическое значение этой проблемы заключается в создании 

путей лучшего понимания функционирования ферментов ш VIVO, так 

как ферменты дыхания, белкового синтеза или активного транспо- 

рта все включены в мембраны или субклеточные структуры. 

Для ферментов, связанных с носителем или включенных в мем- 

браны, можно рассматривать такую последовательность процессов: 

1) субстрат из раствора диффундирует к поверхности носителя; 

2) субстрат пересекает границу раздела и диффундирует внутри но- 

сителя; 3) субстрат превращается в продукт под действием фермен- 

та; 4) продукт диффундирует к поверхности носителя; 5) продукт 

диффундирует в объем раствора от поверхности носителя. 

Понятно, что в противоположность реакциям, протекающим в 

растворе, на кинетику реакции будут оказывать влияние как диффу- 

зионные свойства продукта и субстрата, так и характеристика рас-
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твора, пограничного слоя и носителя, как это имеет место в 

транспортных процессах. На активность фермента влияет химиче- 

ский состав и физическое состояние носителя, локальные концентра- 

ции и вид концентрационного профиля реагирующих веществ в 

носителе. Гидрофобный или гидрофильный характер поверхности и 

внутренней части носителя, так же как плотность и вид поверхност- 

ных зарядов могут оказывать критическое влияние на скорость ре- 

акции. Например, если концентрация ионов в растворе соизмерима 

с Км субстрата и мембрана обладает идентичными зарядами, тогда 

наблюдается сигмоидная форма кривой насыщения, хотя в растворе 

это и не имеет места. 

Влияние носителя непосредственно на фермент и на реакцию, им 

катализируемую, проявляется в виде ниже перечисленных эффектов. 

1. Конформационный эффект, т.е. структура связанного или 

включенного в мембрану фермента отличается от его структуры в 

растворе. 

2. Влияние окружения, т.е. та окружающая связанный фермент 

среда, через которую субстрат проникает в активный центр, отли- 

чается от среды раствора, например, она более гидрофобна или o6- 

ладает другим распределением электростатических зарядов и т. д. 

3. Эффект распределения, т.е. концентрация субстрата внутри 

носителя отличается от концентрации в растворе. 

4. Диффузионный эффект, т. е. на кинетику в большей или мень- 

шей степени оказывает влияние скорость диффузии. 

5. Стерические затруднения, проявляющиеся в том, что мем- 

брана может экранировать активный центр или часть его. 

Уравнения, описывающие систему, не могут быть решены в об- 

щем случае вследствие их сложности. Решение возможно только 

при введении ряда ограничений такого рода: 1) мембрана плоская; 

2) нет помех массопереносу между раствором и мембраной; 3) дав- 

лением набухания носителя можно пренебречь; 4) не наблюдается 

градиента давления в носителе; 5) заряды на носителе фиксирова- 

ны; 6) не наблюдается ионного градиента в носителе; 7) степень 

гидратации ионов в носителе не изменяется даже локально; 8) влия- 

нием диэлектрической проницаемости можно пренебречь; 9) разли- 

чием между коэффициентами активности во внешнем растворе и в 

носителе можно пренебречь; 10) во всем внешнем объеме (или у лю- 

бой стороны мембраны) концентрации субстрата и продукта одина- 

ковы; 11) диффузия субстрата и продукта внутри мембраны 

подчиняется первому закону Фика и процесс диффузии не является 

функцией локальной координаты; 12) заряды субстрата и продукта



Кинетика действия иммобилизованных ферментов 253 

идентичны; 13) не наблюдается взаимодействия между субстратом 

и носителем; 14) фермент равномерно распределен по мембране; 

15) величины Vmax И Км для всех молекул иммобилизованного фер- 

мента идентичны; 16) реакция является односубстратной и подчиня- 

ется уравнению Михаэлиса—Ментен; 17) продукт не влияет на 

кинетику реакции; 18) реакция изотермична; 19) система находится 

в стационарном состоянии. 

Все эти ограничения ясно показывают, что полученные таким 

образом кинетические зависимости имеют мало общего с кинетиче- 

ским поведением мембраносвязанных ферментов, работающих ш 

VIVO, потому что вышеприведенные ограничения не соблюдаются 

для клетки. В случае ферментов с двумя и большим числом суб- 

стратов или для регуляторных ферментов решение вообще едва ли 

существует. 

Имеется ряд специфических зависимостей, важных только для 

ферментов, включенных в мембраны или связанных с носителем. 

Коэффициент распределения характеризует соотношение кон- 

центраций субстрата (или продукта) между носителем и раствором: 

5; = HS, A= ехр (40 / ВТ) (949, 950) 

где 5; — концентрация субстрата на поверхности мембраны; 5 — 

концентрация субстрата в растворе, х — валентность субстрата, 

Е — электрический заряд, ®@ — электростатический потенциал. 

Фактор эффективности (Е) — это отношение скорости, включа- 

ющей диффузионные затруднения, к скорости при бесконечно высо- 

кой скорости диффузии. Для фермента, заключенного в плоскую 

мембрану и подчиняющегося механизму Михаэлиса—Ментен, по- 

лучаем 

Е = [(Км + 5)/ Ух / 205) L] x 
x ($ — Sc) = Ku In [(Км + 5)/(Км + Sc) (951) 

где Sc — концентрация субстрата в центре мембраны, Ds — диффу- 

зионная константа субстрата, L — полуширина мембраны. 

Если 5; > © и т-й, где т— общий модуль, равный 

т = h/(B; + В» + В3)УЪа, 0) (952) 
Ь(у, yc) = (у? - y8)/2B1, В = VVnax/2DsS)L (953) 

у = S/Si, ус = Sc/ Sj ‘ 

то, если выполняется кинетика Михаэлиса—Ментен, 61 = Km /Si,
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1 0<т<!1) 
Е=Е = 954 

° | т (т> 1) 094) 

Если 5; 70 и т->Ф, где Ф — модуль Тиле, равный 

Ф = LV(Vinax/KmDs) (955) 

тогда 

Е = В! = th(m)/m (956) 

Если 0 < 5; < ©, то 

Е = (В + В! Е1)/ (1 + 861) (957) 

Если происходит только поверхностная реакция, т.е. Sc = 0, то 

Е = [(1 + B1)/A]V1 — Bi 1 + 1/81) (958) 

Для сферической частицы радиусом R 

1 (0 < he < V3) 
0o= 4. 3 (959) 

1 — {(1/2) cos [(y + 4y)?/3]} (Ac > V3) 
Е1 = (3/@c)(1/th Фс - 1/$Фс), Е = 1/th3%c (960, 961) 

где 

у = с0$ 71 (6/Й2 — 1), he = RV(Vinax/2DsSi), 

Модуль Тиле, упомянутый уже несколько раз, в действительнос- 

ти является соотношением вклада кинетики (Vmax/Km) и характери- 

стических параметров диффузии. Квадрат его, число Дамколера, 

фактически служит той же цели: 

Е = КЕ ито/ОзКм (963) 

roe Kear и Км — измеряемые (не обязательно истинные) константы 

скорости и Михаэлиса соответственно; [Е]м — концентрация связан- 

ного фермента и го — радиус частицы. 

Коэффициент массопереноса дается уравнением 

Кс = NuDs/d (964) 

где 4 — диаметр частицы, Ми — величина критерия Нуссельта, т. е. 

Ми = а//К, где [— характерисгический размер, К — коэффициент 

теплопроводности жидкости; а — фактор теплопереноса = q/AT, 

где 4 — количество тепла, перенесенное через единицу поверхности
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в единицу времени, и АТ — разность абсолютных температур меж- 

ду поверхностью тела и жидкостью. 

Если необходимо принять во внимание электростатические эф- 

фекты, то поток субстрата из раствора к поверхности будет состав- 

лен из двух частей, а именно диффузии и миграции, последняя 

протекает за счет градиента потенциала: 

Js = Ds(dS/dx) + 5(&БзЕ/ВТ)(ау/ ах) (965) 

где х — расстояние от поверхности, х — число зарядов 5, Е — конс- 

танта Фарадея и У(х) — электростатический потенциал. 

В этом случае фактор эффективности имеет вид 

Е= 21 +1 +1 + уе) + [1 + р + ver)? - 4] "?} 71 (966) 

где у = Км/5у, и = Viax/MkcSy, Кс — коэффициент массопереноса 

(964), 5; — концентрация, измеренная в растворе, Х = &Еу(0)/ ЕТ и 

М — электростатический модифицирующий множитель 
[* ®] — 

M~' = (1/6) | exp (Av(x) ах) (967) 
0 

6 = О$/Кс — толщина пограничного слоя. 

Для сферической частицы 

со 

М-! = [а + x/r)~7 exp [\¥(x) d(x/r)] (968) 

Коэффициент электростатического распределения имеет вид 

Л = exp (-Ер/ ВТ) (969) 

где Ep = (RT/F) In ([$*]/[$ *]о) — потенциал Доннана, причем ин- 
декс «о» обозначает внутримембранную концентрацию, [B~ JA? + 

+ [(X+]A—[B~]=0; и [В-], и [$*] — концентрации аниона и по- 
ложительно заряженного иона субстрата в растворе соответственно 

и Х= — заряды, зафиксированные в мембране. 

Из этого следует, что Ky = Км/Л= и 

A* = (+=[Х+] + У[Х +1? + 4[В -]2)/2[В 7] (970) 

Если не учитывать электростатический эффект, то условия ста- 

ционарного состояния в системе соответствуют равенству скоро- 

стей диффузии и ферментативной реакции, т.е. 

Ds(d*S/dl*) = VmaxS/(Km + 5) (971) 

где / — расстояние от центра мембраны, 2Г, — толщина мембраны.
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Решение, полученное в безразмерной форме, имеет вид 

d*y/dz? = 2h? y/(B: + Boy + Взу°) (972) 

rae y = S/S; 2=1/L, h = LN(@man/2Ds5i) (973) 

и при условии если соблюдается кинетика Михаэлиса—Ментен, то 

В! = Км/5:, 62 =1, Вз =0. 
Величины констант B отличаются друг от друга в присутствии 

конкурентного, неконкурентного или бесконкурентного ингибито- 

ров. Важность этого соотношения заключается в том, что оно дает 

общее решение и при изменении механизма меняются только значе- 

ния констант. 

Для ферментов, включенных в мембраны или связанных с носи- 

телями, график Лайнуивера—Берка обычно не является линейным. 

Все же он может быть аппроксимирован прямой линией в узком 

диапазоне, где у = KM/S > Ти 5 — концентрация субстрата в раст- 

воре. Наклон прямой равен ФиАм/ Илах, где Фи = L(Vmax/ Km D>)”. 

В этом случае можно записать 

И измерен/ Г пах = 1/2 — 7/ (1 + Км/Км. каж (974) 

n = (V2@n)(1 + у ' — Indl + » "yy? (975) 

при условии, что скорость реакции гораздо выше по сравнению со 

скоростью диффузии. 

График Лайнуивера—Берка линее при М =0,1—5 и 

р! = 0,01—1, так же, как и при М = 0,1 —1иу`! = 1— 1000, но 
нелинеен. при М = 1—5 u vp! = 1—1000, где 

М = (k2p/KmpD)'”*L (976) 

и индекс «р» относится к иммобилизованному ферменту. В линей- 

ных диапазонах наклон прямой линии равен L*/DMthM. 

В случае сферической подложки 

Vinax, каж = Vmax, w(r/R)" (n > 0) (977) 

где К — радиус сферы, а индекс «\» относится к параметру, изме- 

ренному на поверхности носителя. 

Пересечение прямой линии с ординатой находится в точке 

(п + 3) Гмах, мВ. 

При малых концентрациях субстрата наклон прямой определяет- 

ся выражением 

tg (угла наклона) = R/[D(VMR? cth УМЕ? - 1)] (978) 

где М = Vmax/ KMD.
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При наличии диффузионных и электростатических эффектов и 

выполнении условия p <1 + уе^ справедливо соотношение 

Км, каж = Кме^[1 + Vmax/Mkc(S: + Кме^)] (979) 

а если » > 1 и выполняется условие ие^ <и-1, то 

Км.каж = (Итах/МКс)И + Кме^/(Илах/МКс — 58] - 5 (980) 

Так как кажущаяся величина константы Михаэлиса (Км.каж) за- 

висит от концентрации субстрата, график Лайнуивера—Берка не 

может быть линейным. 

3.7. РЕГУЛЯЦИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 

Биологические системы регулируются и имеют сложную органи- 

зацию в пространстве и времени. Индивидуальные метаболические 

процессы, . так же как и составляющие их реакции, протекают в про- 

странственно разделенных компартментах (например, в цитоплаз- 

матических компартментах, разделенных мембранами, в клеточных 

органеллах — митохондриях, микросхемах, ядрах и т. д. или в функ- 

циональных ферментных комплексах. Таким образом, простран- 

ственная иерархия развивается, начиная от микрокомпартментов, 

содержащих несколько молекул, через клеточные частицы, клетки 

и индивидуальные органы к целым живым организмам, как микро- 

скопическим одноклеточным, так и гигантам. Временная иерархия 

имеет такую же шкалу измерений, начиная от элементарных стадий 

ферментативных реакций, занимающих пико- или наносекунды, до 

сотен (для растений даже тысяч) лет жизни организма. Структур- 

ная иерархия вещества простирается от неорганических ионов, име- 

ющих размер атома, через метровую длину некоторых нервных 

клеток и до размеров целого живого организма. 

Функционирование таких сложных структур в живых организ- 

мах возможно только при наличии строго регулируемых и коорди- 

нированных процессов. Регулироваться должны активности 

индивидуальных ферментов по отношению друг к другу, концентра- 

ции промежуточных метаболитов при их переносе из одного ком- 

партмента в другой, множественные взаимосвязи метаболических 

процессов в пространстве и времени и т.д. 

Все эти сложные процессы и взаимосвязи обеспечивают нор- 

мальное функционирование в отсутствие внешнего влияния. Однако 

живые организмы должны быть готовы к любым видам изменений 

во внутреннем и внешнем окружении и должны обладать опреде- 

171
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ленным регуляторным механизмом, чтобы противостоять вредным 

эффектам и использовать полезные. Только такой механизм обеспе- 

чивает достаточные основания для объяснения факта сохранения 

‚отдельных организмов и развития более приспособленных видов, 

т.е. эволюцию. 

При изучении процессов метаболизма, механизма регуляции и 

ответа на внешние воздействия возникают простые вопросы. В чем 

заключается и как осуществляется роль ферментов и промежуточ- 

ных метаболитов, как воспрепятствовать излишнему потреблению 

продуктов данного метаболического процесса за счет сосуществова- 

ния ферментов и что происходит, чтобы рассматриваемый фермент 

не был перегружен субстратом, превращение которого не необходи- 

мо в данном процессе? Как связаны промежуточные продукты и 

ферменты, если необходимо, с продуктами и ферментами другого 

метаболического пути? (Заметим, что определенная доля фермента 

участвует не только в одном метаболическом процессе, и промежу- 

точный метаболит может расходоваться в ряде различных реак- 

ций.) Имеется ли ключевой фермент, ответственный за общую 

регуляцию данного метаболического пути? Как внешние воздейст- 

вия влияют на действие данного фермента (или ферментов)? 

В первом приближении текущую концентрацию промежуточного 

метаболита можно вычислить, зная кинетические параметры фер- 

ментов данного метаболического пути. Если пренебречь диффузион- 

ными эффектами, а также принять равномерное распределение 

промежуточных соединений, стационарное состояние функциониро- 

вания ферментов и если концентрациями комплексов фермент— 

метаболит можно пренебречь по сравнению с концентрацией мета- 

болита, то можно получить следующее выражение: 

d(Sij/dt = >) с; (=1,..., п) (981) 
Л=1 

где [5 — концентрация метаболита, п — число метаболитов, и; — 

активность фермента в метаболическом процессе, г— число реак- 

ций в системе и с; — элементы стехиометрической матрицы, опре- 

деляющей потоки взаимодействующих метаболитов, т.е. показы- 

вающей топологию ферментной системы; с; — положительная ве- 

личина, если 5; — продукт, и отрицательная, если $; — субстрат 

и-реакции. В других случаях с; равно нулю. 

yy = uf — uy = (р 5: -р-,[ SDRMSi, Px) (982) 
субстраты продукты
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где рк — кинетические параметры (Ам, Ay, Ka), р; и р-;— кинетиче- 

ские константы, пропорциональные концентрации фермента Е и об- 

ратно пропорциональные Км реагирующих веществ. К$:, Dk) — так 

называемый регуляторный фактор, отражающий особые кинетиче- 

ские параметры фермента. 

Пусть константа равновесия имеет вид 

qj = КИК; (983) 

а отношение действующих масс 

r= TI S/T $ (984) 
продукты  бстраты 

Тогда после преобразования уравнения (982) и с использованием 

(983) и (984) получаем 

и = АП Si. - ГИарЕ; (985) 
субстраты 

Хотя в целом метаболизм является открытой системой, его под- 

системы можно рассматривать как закрытые, и таким образом: 

аа (5 5) -> (> ci) и = 0 (986) 
1=1 

И ПОЭТОМУ 

>, си = 0 (987) 

Очевидно, что скорости потока индивидуальных метаболитов 

нельзя вычислить таким простым образом, если мы знаем только 

кинетические параметры взаимодействующих ферментов. Сложная 

сеть положительных и отрицательных обратных связей, т.е. инги- 

бирующий и активирующий эффекты различных метаболитов на 

разные ферменты, так же как изменение кинетических параметров 

вследствие взаимодействия ферментов, значительно влияют на вы- 

численный вышеуказанным простым способом результат. 

Степень влияния можно выразить различными константами и 

функциями такого рода, как сила контроля или коэффициент чув- 

ствительности потока 

С; = иди/ и, ди: = d(In vz)/d(In vi) 

и если изменение и; происходит только в результате изменения KOH-
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центрации E;, то выражение принимает вид 

(ди/ Ug)/(O[Ei/[Ei]) = (In в,)/д( т [Ей) (988) 

Уравнение описывает относительные изменения общего потока 

метаболического процесса и, как функцию относительных измене- 

ний индивидуальных ферментативных активностей Uj. 

Сила эффектора, или коэффициент эластичности, 

Xik = [Ек]ди/ и: 9 [Ек] = д(п и) /9 (п [Fx]) (989) 

отражает влияние вещества F, на активность данного изолирован- 

ного фермента. Ек может быть субстратом, продуктом или внеш- 

ним эффектором (активатором или ингибитором) фермента Е. 

Термин переходный контроль (transient -control) связан с фермен- 

том Е; и отражает среднее время релаксации (71) метаболита S; по- 
сле возмущения, внесенного извне в параметры системы или 

концентрацию промежуточного продукта: 

Ку = д(т 7:)/д9 (т [E;]) (990) 

Все эти «силы», «коэффициенты», «контроли» в действитель- 

ности характеризуют взаимодействия ферментов с различными ме- 

таболитами и другими ферментами. Давно исследуется, как и по 

какому механизму эти взаимодействия осуществляют свои регуля- 

торные функции. 

Изучение биосинтетической активности бактерий привело к от- 

крытию регуляции по механизму обратной связи как наиболее эф- 

фективного способа самоконтроля метаболизма. В исследование 

его основных принципов важный вклад сделали Новик, Сцилард, 

Амбаргер, Эйтс и многие другие ученые. Дальнейшие исследования 

показали, что этот механизм не является уникальным для бактерий 

и играет важную роль в регуляции метаболизма всех живых орга- 

HH3MOB. 

В общих чертах этот механизм может быть объяснен влиянием, 

оказываемым на соответствующие ферменты веществами с малой 

молекулярной массой, которые являются продуктами рассматрива- 

емого метаболического процесса. Ранние исследования показали, 

что конечный продукт данного пути метаболизма может ингибиро- 

вать первый фермент в реакционной последовательности, регулируя 

таким образом скорость процесса и препятствуя бесполезному на- 

коплению конечного продукта. Термин «регуляция по механизму 

обратной связи» был заимствован из радиоинженерии, чтобы пока- 

зать, что именно конечный продукт влияет на первый фермент ре- 

акционной последовательности.
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В качестве примера рассмотрим аспартат-карбамоилтрансферазу 

(КФ 2.1.3.2), детально исследованную Герхартом и Парди. Фермент 

катализирует первую стадию биосинтеза пиримидина в Ё. coli, a 

именно образование карбамоиласпартата, предшественника шести- 

стадийного синтеза цитидинтрифосфата и уридинтрифосфата. Ци- 

тидинтрифосфат может связываться с аспартат-карбамоил- 

трансферазой, ингибируя фермент. Таким образом, если образую- 

щийся в Ё. coli цитидинтрифосфат не потребляется, он накаплива- 

ется и ингибирует первый фермент своего биосинтеза, 

предотвращая свое собственное накопление. 

Позже было показано, что такого рода способ регуляции широ- 

ко распространен в живых организмах, и огромное число фермен- 

тов регулируется большим количеством низкомолекулярных 

метаболитов. Это означает, что не только конечный продукт мета- 

болического пути может быть регулятором и не всегда регулирует- 

ся именно первый фермент. Более того, механизм регуляции может 

заключаться не только в ингибировании, но также и в активации. 

Очень интересным является сложный регуляторный процесс, 

особенности которого были исследованы Вебером с сотрудниками. 

Свободные жирные кислоты, синтезируемые в организме, могут ре- 

гулировать по механизму обратной связи различные стадии глико- 

неогенеза, гликолиза, цикла Кребса, пентозофосфатного шунта, т. е. 

всех метаболических путей, так или иначе включенных в процесс 

биосинтеза жирных кислот. 

Имеется ряд механизмов регуляции конечным продуктом. Ниже 

приведены некоторые хорошо известные примеры процессов такого 

рода (заглавные буквы обозначают промежуточные метаболиты, 

строчные буквы — соответствующие ферменты, осуществляющие 

их превращение). Необходимо подчеркнуть, что в живых организ- 

мах различные механизмы регуляции обычно встречаются одно- 

временно. 

3.7.1. Регуляция по механизму обратной связи 

а. Простое ингибирование конечным продуктом 

Это «классический» механизм обратной связи, так как конечный 

продукт метаболического пути ингибирует первый фермент после-
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довательности. В качестве примеров можно привести ингибирова- 

ние гистидином АТР-фосфорибозилтрансферазы (КФ 2.4.2.17) — 

первого фермента биосинтеза гистидина или ингибирование сери- 

ном 3-фосфоглицератдегидрогеназы — первого фермента биосинте- 

за серина. 

6. Ингибирование конечным продуктом изоферментов различ- 

ной регуляторной специфичности как первого фермента в развет- 

вленном метаболическом пути 

пк - 

+ b с а а 
А 1 -> В >С ns >E 

; > 
81 с 
! 2 £ 
; F >С 

И ИИ 3 

Пусть первый фермент метаболического процесса является 

смесью двух изоферментов. Один из изоферментов может ингиби- 

роваться первым, а другой — вторым конечным продуктом. Оче- 

видно, что это приводит к неудовлетворительной регуляции и, 

таким образом, может существовать только как компонент более 

сложной регуляторной системы. В качестве примера можно привести 

первый фермент процесса биосинтеза ароматических аминокислот, 

3-дезокси-р-арабиногептулозонат-7-фосфатсинтетазу (КФ 4.1.2.15). 

Фермент имеет три изоформы, одна из которых чувствительна к 

фенилаланину, другая — к тирозину. Третий изофермент не ингиби- 

руется ни одной аминокислотой, но триптофан осуществляет специ- 

фический контроль через репрессивную регуляцию. При биосинтезе 

аминокислот, начинающемся с аспарагиновой кислоты, наблюдает- 

ся такой же способ регуляции. Первый фермент метаболического 

пути, аспартаткиназа, является смесью трех изоферментов. Один из 

них ингибируется одним из конечных продуктов — треонином, вто- 

рой — лизином — другим конечным продуктом. Репрессивная регу- 

ляция третьего изофермента осуществляется метионином. 

в. Аддитивное ингибирование конечными продуктами 

Все различные конечные продукты разветвленного метаболити- 

ческого пути ингибируют первый фермент, и их эффект аддитивен.
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Например, активность глутаминсинтетазы (КФ 6.3.1.2) регулирует- 

ся восьмью различными конечными продуктами. 

г. Согласованное ингибирование конечным продуктом 
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Ни один из конечных продуктов разветвленного метаболическо- 

го пути не обладает самостоятельным ингибирующим действием, 

только их совместное связывание с ферментом приводит к ингиби- 

рованию. Аспартаткиназа (КФ 2.7.2.4) из В. polymixa или В. subtilis 

может служить примером, когда ингибирование наблюдается толь- 

ко при кооперативном` связывании лизина и треонина. 

д. Синергизм в ингибировании конечными продуктами 

кт 7777777777777777777777772772 Л 
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Конечные продукты разветвленного метаболического процесса 

индивидуально ингибируют активность первого фермента. Однако 

их совместное действие не аддитивно, а синергично (см. разд. 

3.3.13). Первый фермент биосинтеза пурина — глутамин-фосфо- 

рибозилпирофосфатамидотрансфераза (КФ 2.4.2.14) ведет себя та- 

ким образом. 

е. Ингибирование промежуточными соединениями 

г7-----7-7-------- 1 POT rrr rrr rer nnn nn 7 
v | v | 
а b | Cy а | 

А —> 5B > С > D —> F 

2 

| e 

| Е > G 

| | 
кк 4 

Это наиболее эффективный путь регуляции разветвленного ме- 

таболического пути. Как правило, точка разветвления ингибируется 

накапливаемыми конечными продуктами, в то время как общий 

промежуточный продукт блокирует первый фермент. Активность 

первого фермента биосинтеза ароматических аминокислот в В. sub- 

tills регулируется промежуточными соединениями — хоризматом и 

префенатом. 

ж. Регуляция активацией 

Один из промежуточных метаболитов или конечный продукт ак- 

тивирует ключевой фермент биосинтеза. 

~P-P ATP ` 

— —_ > ome 

— 9 32 
— я 

Например, АМР увеличивает активность изоцитратдегидрогена- 
зы (КФ 1.1.1.41). В результате цитратный цикл дает больше АТР 
за счет окислительного фосфорилирования.
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3. Увеличение активности путем подавления ингибирования 

Одно из промежуточных соединений или конечный продукт ин- 

гибирует активность первого фермента, в то время как другое про- 

межуточное, соединение или конечный продукт активирует его или 

осуществляет эффект высвобождения фермента (см. разд. 3.4.2). 

Аспартаткиназа и гомосериндегидрогеназа (КФ 1.1.1.3) Rhodo- 

spirillum rubrum ингибируются треонином, но ингибирование может 

быть подавлено изолейцином — другим конечным продуктом. 

и. Последовательная регуляция 

` 
= @F o © ош сы вр © @F ср сыр сре ср & со ср a= 

Конечный продукт ингибирует только частичную последователь- 

ность полного метаболического пути, а первый фермент регулиру- 

ется некоторыми интермедиатами. Этот тип регуляции наблюда- 

ется в Ё coli при биосинтезе треонина и изолейцина, начинающемся 

с аспарагиновой кислоты, и в биосинтезе серина и цистеина. В об- 

щем случае этот механизм идентичен ингибированию промежуточ- 

ными продуктами (см. п. е), но в данном случае один или оба 

эффектора могут быть также активаторами. 

3.7.2. Регуляция ковалентным связыванием. Модуляция фермента- 

тивной активности или модификация регуляции может заключаться 

в ковалентной модификации фермента. Фермент АТР-глутаминсин- 

тетаза-аденилтрансфераза из FE. coli в присутствии АТР и М? * 

присоединяет молекулу адениловой кислоты на каждую субъедини- 

цу глутаминсинтетазы. Немодифицированный фермент ингибирует- 

ся глицином, но почти не ингибируется АТР и СТР. В противо- 

положность этому аденилированный фермент сильно ингибируется 

АТР, СТР, гистидином и триптофаном и только слегка глицином. 

Известно много ферментов, которые активны только в фосфо-
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рилированной форме, либо фосфорилированная и дефосфорилиро- 

ванная формы обладают различными активностями.. 

3.7.3. Регуляция ограниченным протеолизом. Накопленный конеч- 

ный продукт связывается с ингибиторами протеолитических фер- 

ментов, снижая их ингибирующее действие. Протеолитические 

ферменты, освобожденные таким образом от ингибирования, рас- 

щепляют фермент, наиболее чувствительный к протеолизу в данной 

метаболической последовательности. В результате концентрация 

конечного продукта понижается, тройной комплекс конечный про- 

дукт — протеолитический фермент — ингибитор диссоциирует, осво- 

божденный ингибитор снова связывается с протеолитическим 

ферментом, и расщепление фермента прекращается. 

Регуляция ферментными каскадами (разд. 3.2.5) также принадле- 

жит к этой группе. 

Без сомнения, одним из важнейших открытий последних 30 лет 

в области метаболизма и его регуляции было объяснение регуляции 

по механизму обратной связи. Не случайно, что в десятилетие 

всплеска развития молекулярной биологии, это важное достижение 

было немедленно использовано для исследования молекулярных 

основ регуляторного механизма, т.е. механизма ингибирования или 

активации ферментов метаболизма низкомолекулярными вещества- 

ми, имеющими отношение к данному пути метаболизма. 

3.8. КИНЕТИКА РЕГУЛЯТОРНЫХ ФЕРМЕНТОВ 

Еще в 1958 г. Фриден продемонстрировал наличие двух актив- 

ных центров в молекуле глутаматдегидрогеназы. С одним из них 

связывается восстанавливаемый кофермент, а ассоциация другой 

молекулы кофермента МАО или любого из его аналогов (аденози- 

на, АМР, АТР) с другим активным центром фермента (называемым 

«активирующим» центром согласно Фридену) приводит к увеличе- 

нию активности фермента. 

Тем не менее объяснение молекулярного механизма регуляции по 

принципу обратной связи стали связывать с именем Моно и его 

коллег, которые провели детальное изучение треониндегидратазы 

(треониндезаминазы; КФ 4.2.1.16), а также регуляции метаболизма 

треонина. Другие авторы ранее продемонстрировали, что изолей- 

цин синтезируется из треонина через а-оксобутират, а-ацетогидрок- 

сибутират, «,В-дигидрокси-В-метилвалерат и оа-оксо-В-метилвале- 

рат. Конечный продукт — изолейцин — ингибирует по механизму
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обратной связи треониндегидратазу, первый фермент метаболиче- 

ской последовательности. 

Так как конечный продукт метаболического пути не является 

структурным аналогом субстрата регуляторного фермента, предпо- 

лагалось (и позднее было доказано экспериментально в ряде случа- 

ев), что эти два вещества связываются с различными участками 

поверхности фермента. Поэтому эти белки были названы аллосте- 

рическими ферментами, т.е. ферментами, имеющими различные 

участки связывания субстрата и специфического регулятора. В на- 

стоящее время, однако, независимо от типа механизма регуляции 

и участка связывания регулятора на поверхности фермента ряд ав- 

торов называют аллостерическими все ферменты, активность кото- 

рых контролируется лигандами. 

Моно и сотрудники провели детальное исследование кинетиче- 

ского поведения треониндегидратазы и механизма ее ингибирования 

изолейцином и, как оказалось, ошибочно распространили получен- 

ные выводы на все аллостерические ферменты, подверженные инги- 

бированию промежуточными метаболитами и участвующие в 

регуляции по механизму обратной связи. Они показали, что кривая 

насыщения фермента субстратом не является гиперболой, подчиня- 

ющейся кинетике Михаэлиса—Ментен, а напротив, представляет со- 

бой сигмоидную (5-образную) кривую, аналогичную описанной 

кривой насыщения гемоглобина кислородом. 

Исходя из этой аналогии, было сделано предположение, что ал- 

лостерические регуляторные ферменты являются олигомерами, т. е. 

состоят из конечного числа идентичных субъединиц. Субъединицы 

в олигомере называются протомерами, а если олигомер диссоции- 

рует на свободные субъединицы, то они называются мономерами. 

Аллостерические взаимодействия можно разделить на два типа: 

гомотропное влияние, относящееся к взаимодействию между иден- 

тичными лигандами и гетеротропное влияние — взаимодействие 

между лигандами разной природы. 

Гетеротропное взаимодействие может быть либо положитель- 

ным, либо отрицательным (т. е. кооперативным или антагонистич- 

ным), в то время как гомотропные взаимодействия, согласно 

данному определению, всегда коонперативны. В настоящее время из- 

вестны примеры отрицательных гомотропных взаимодействий, на- 

пример у некоторых дегидрогеназ. Согласно исходной теории, 

аллостерические системы с исключительно гетеротропными эффек- 

тами не должны существовать, т.е. в этих системах обязательно 

должны проявляться гомотропные взаимодействия.
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Аллостерические взаимодействия всегда сопровождаются изме- 

нениями четвертичной структуры (взаимодействие между субъеди- 

ницами) в белке, потому что, согласно гипотезе Моно, Уаймена и 

Шанжё, все аллостерические ферменты имеют олигомерную струк- 

туру, состоящую из идентичных протомеров, и по крайней мере 

одну ось симметрии (симметричная модель). На конформацию 

протомера влияет взаимодействие с другими протомерами. Таким 

образом, в противоположность исходной классификации в настоя- 

щее время термин «аллостерические» относится к таким фермен- 

там, активность которых регулируется взаимодействием между 

субъединицами независимо от того, связывается ли аллостериче- 

ский лиганд в центре, отличном от активного. 

Было предложено несколько моделей при исследовании пробле- 

мы регуляции ферментативной активности, и примеры почти всех 

из них были найдены в действительности. Впоследствии произошло 

смещение понятий из-за недифференцированного использования 

терминов «аллостерия» и «кооперативность», смешения различных 

моделей, так же как и из-за соответствующей номенклатуры. В 

дальнейшем будем обозначать аллостерическими те ферменты, ко- 

торые имеют отдельный регуляторный центр для связывания про- 

межуточных метаболитов, влияющих на активность. Термином 

«кооперативное взаимодействие» обозначим такое явление, когда 

любое изменение, возникающее в одной из субъединиц олигомерно- 

го фермента, вызывает изменение в других субъединицах. Эти про- 

цессы можно моделировать, используя различные механизмы. В 

следующем разделе рассмотрим один из них. 

3.8.1. Модель Моно — Уаймена — Шанжё. Фундаментальные пред- 

посылки модели следующие. Каждый аллостерический фермент мо- 

жет существовать в двух обратимо превращаемых формах, 

отличающихся друг от друга в распределении связей между прото- 

мерами и(или) в энергиях этих связей, что может проявляться так- 

же в изменении конформации протомера. Энергия связывания 

связывающих центров изменяется при переходе от одной формы к 

другой (т. е. Ks увеличивается или уменьшается), хотя симметрия 

олигомера сохраняется. Это сохранение симметрии представляет 

собой взаимодействие между субъединицами. Таким образом, фик- 

сация одного протомера в одной из возможных форм вызывает из- 

менения в другом протомере, что обеспечивает стабилизацию 

олигомера в той же форме. Пусть Е — реагирующее вещество (ал- 

лостерический эффектор), Во и То — две возможные формы белка, 

Г, — аллостерическая константа и п — число связывающих участ-
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ков, тогда 

Ro = To [To] = В [Во] (991) 

Ro + Fe К, То +ЕеТ, 

В + Е= ВБ, Т + Fe T2 

R,-1+FeR, Trh-1 + FeT, 

[Ri] = [Ro]n([F]/Kr) [Ti] = Пои(Е]Кт) (992) 
[R2] = [Е — 1)/2)([F]/Kr) [T2] = [ТИ - 1)/2)([F]/ Kr) (93) 

[Rr] = [Ra-iJ0/n)(FI/Ke) [Ги = [Tn - Па/п)(ЕУ 477) (994) 

где Ави Ar — константы диссоциации для вещества Е, связанного 

с В-и Т-состояниями белка соответственно. Номер индекса соответ- 

ствует числу молекул лиганда, связанных с. олигомером в данной 

форме. 

Введя обозначения [Е]/Кь = ми Кь/Кт = с, можно записать вы- 

ражение для доли молекул белка, находящегося в В-состоянии: 

В = (1 + а)"/[ + ca)" + (1 +а)"] (995) 

а следующая формула относится к доле молекул белка с занятыми 

связывающими центрами 

Ув = [Lea(1 + со)" 7" + а (1 + а)" ЦИ + со" + (1 + @)"] (996) 

Кооперативность связывания зависит от величин [ или с. Чем 

больше L и чем меньше с, тем сильнее кооперативное взаимодейст- 

вие между участками. 

Моно и сотрудники предсказали возможность существования ге- 

теротропных взаимодействий, принимая, что субстрат (5) может 

связываться только с К-формой, ингибитор (Г) — только с Тфор- 

мой (т. е. с =0), а активатор — опять только с №-формой. Тогда 

для относительного насыщения фермента субстратом получаем вы- 

ражение 

Ys = “(1 + о)" ТИ.’ + (1+ а)"] (997) 

где Г’ — кажущаяся аллостерическая константа, имеющая вид 

L’ = >) ТИХ, ВА (998) 
0 0 

и 7; — Тформа белка, содержащая различные ингибиторы, a Ra — 

обозначает комплексы В-формы с различными активаторами. Мож-
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но записать, что 

L’ = МА + 8В)"/(1 + 5" (999) 

где В = П/Ёт и у = [A]/Ka, Ати Ka — константы диссоциации для 

ингибитора из Т-формы и для активатора из В-формы соответ- 

ственно и п — число протомеров. Если рассматривать фермента- 

тивную активность вместо связывания, TO Ys = Uo/Vmax и 

a = [$] /К$. 

Если взять обратные величины от левой и правой части уравне- 

ния (997), то после перегруппировки и логарифмирования получаем 

линейное соотношение: 

Ig(a/Ys — a - 1) = IgL’ — (п- 12а + а) | (1000) 

График Ig(a/Ys — a — 1) от 11 + а) представляет собой прямую 

линию, пересекающую ординату в точке [2[.’, а абсциссу в точке 

(12[.’)/(п — 1) и идущую с наклоном —(n - 1). 
Для графика в случае 6 = 0, y = 0 точка пересечения ординаты 

дает значение Igl, а абсциссы (12Г,)/(п — 1). Повторяя эксперимент 

при y = 0 с различными В и при B = 0 с различными ‘у, получим 

параллельные линии, пересекающие ординату в точках 

12Г. + nig(] + В) и 12 — nig(l + y) и абсциссу в точках (IgL)/(n — 

— 1) + 12 + В) и (2Г)/(п - 1) — ВА + 7) соответственно. Наклон 

прямых во всех случаях будет неизменным - (п - 1). 

Моно и сотрудники различали два типа аллостерических систем. 

«К-система»: сродство как Е, так и $ различно по отношению 

к Ти К, т. е. оба вещества являются аллостерическими лигандами. 

Следовательно, присутствие Е обязательно изменяет сродство белка 

к 5, и наоборот; таким образом, величина Ам изменяется. 

«V-cucmema»: $ имеет одинаковое сродство по отношению к T 

и К, более того, Е и $ не мешают связыванию друг друга. Е оказы- 

вает влияние только на скорость реакции, если Т и К различаются 

по каталитическим свойствам. 

Если сродство Е больше к активной форме, то это вещество бу- 

дет активатором (положительная V-cucmema), а если его сродство 

выше к неактивной форме — ингибитором (отрицательная И 

система). 

Было высказано предположение, что если аллостерический ха- 

рактер вступает в гомотропные взаимодействия с аллостерическим 

ферментом, то сам субстрат тоже будет оказывать гомотропное 

кооперативное влияние. Если эффектор не влияег на кажущееся 

сродство субстрата, то последний не оказывает кооперативного го- 

мотропного влияния.
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Авторы этой гипотезы сделали общее предположение, что в 

присутствии аллостерического эффектора кривая насыщения фер- 

мента субстратом в случае К-системы имеет сигмоидную форму и 

кривая насыщения эффектором имеет такую же форму в присутст- 

вии субстрата. Было высказано также предположение, что пара- 

метр п в уравнении Хилла не является целочисленным. Однако в 

отсутствие субстрата кривая насыщения эффектором может быть 

типа Михаэлиса — Ментен и наоборот. Более того, такой же тип 

кривой можно получить, если фермент десенсибилизирован какими- 

либо внешними воздействиями (тепло, химические агенты и т. п.), 

приводящими к диссоциации субъединиц или подавлению коопера- 

тивных взаимодейстивий. 

Вышеуказанная модель Моно — Уаймена — Шанжё основана на 

предположении, что лиганды различных типов связываются только 

с К или только с Т. Однако экспериментальные факты противоре- 

чат этой модели, поэтому она была расширена Рубеном и Шанжё 

на те случаи, когда при гетеротропных и гомотропных взаимо- 

действиях связывание лигандов не является «исключительным» 

(non-exclusive binding), т. е. лиганды могут связываться как с К, так 

и СТ. 

Можно получить общее уравнение для гомотропных аллостери- 

ческих взаимодействий как для специфического, так и для неспеци- 

фического связывания лигандов, если Г.” подставить вместо L u L’ 

в уравнениях (995)—(997) (т. е. в уравнениях для К и Ys), где 

L” = Е + Ba/U + ВИА + ye)/( + 7)" (1001) 

В этом уравнении для ингибирующего гетеротропного эффектора 

Ki/Ki = d> 1, для активирующего эффектора Ke/Kt = e < 1, и их 
относительные концентрации равны В и у (отнесенные в обоих слу- 

чаях к соответствующей величине Kp). Если присутствует только 

ингибирующий или активирующий эффектор, тогда y или В равны 

нулю и соответственно один из членов произведения будет равен 1. 

Такие системы называются «АЙсистемами», и в этом случае эф- 

фектор действует как Ha Км, так и Ha Vmax. 

Это расширение теории по сравнению с первоначальной, где 

основной концепцией было то, что аллостерический эффектор и суб- 

страт взаимно исключают друг друга при связывании с R- и Т-со- 

стояниями, разрешает относительные изменения количества двух 

форм (К и Т) в присутствии эффектора или субстрата. Степень коо- 

перативности тоже может меняться, если один из лигандов присут-
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ствует в ненасыщающей концентрации и, аналогично, взаимосвязь 

кооперативных и антагонистических взаимодействий может тоже 

меняться по отношению к различным лигандам. 

Эта расширенная форма модели Моно — Уаймена — Шанжё в 

принципе не отличается от теории флуктуационного соответствия 

Штрауба и Саболчи, которая основана на предположении, что на- 

тивный белок в растворе присутствует в нескольких термодинами- 

чески ‘равновероятных состояниях, находящихся в обратимо 

равновесном состоянии по отношению друг к другу. Одно из них 

способно связывать субстрат, что приводит к стабилизации его 

структуры и сдвигу равновесия в сторону стабилизированной фор- 

мы. В качестве альтернативы косвенного кооперативного взаимо- 

действия (модели Моно и др.), где присутствуют формы К и T, 

Волькенштейн и Гольдштейн предположили модель прямого коопе- 

ративного взаимодействия, где присутствует только одна Е-форма 

фермента, и кооперативное взаимодействие между субстратом и ал- 

лостерическим эффектом происходит только на ней (в действитель- 

ности это эквивалентно «классической» аллостерии, первоначально 

описанной Моно и др.) 

3.8.2. Модель Кошланда — Немети — Фильмера. Ряд авторов ис- 

следовали пути моделирования аллостерических ферментов, т. е. 

визуализации регуляции по механизму обратной связи. Приближе- 

ние Кошланда, Немети и Фильмера имеет особое значение. Они 

предположили, что фермент состоит из четырех идентичных субъ- 

единиц. Если субстрат связывается с одной из них, то это изменяет 

ее конформацию (теория вынужденного соответствия) и приводит 

к различным изменениям кооперативного: взаимодействия субъеди- 

ниц, т. е. изменению связывания субстрата на других субъединицах. 

Действительный эффект зависит от относительного расположения 

субъединиц в молекуле фермента. Для объяснения связывания суб- 

страта авторы предположили следующие возможности (рис. 66). 

Согласованная модель идентична симметричной модели Mo- 

но — Уаймена — Шанжё. Другая модель Кошланда названа после- 

довательной моделью, так как субъединицы изменяются одна за 

другой, т. е. последовательно, при увеличении степени насыщения 

фермента лигандом. В общем случае относительное насыщение 

олигомера лигандом (в последующем изложении это субстрат, хотя 

уравнения также применимы для любых эффекторов, ингибиторов, 

активаторов и т. д.) можно описать хорошо известным уравнением
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Эдера: 

= у а{$]"/ у bi[S]' (cp. 569) 
i=1 i=1 

где а; и В; — константы и а = (i/n)Di. 

В случае гомотетрамерного фермента при условии, что субъеди- 

ницы могут находиться только в двух различных конформациях и 

субстрат может связываться только с одной из них, число молекул 

$, связанных с ферментом, можно представить выражением: 

= (4K,[S] + 12ККЫЗР + 12KiK2Ks[S]® + 4KiK2K3Ka[S}*)/(1 + 
+ 4K,[S] + 6K1Ko[S]}* + 4K1K2K3[S]> + KiK2K3Ka[S]*) (1002) 

где А! — Кд — внутренние константы ассоциации (поэтому констан- 

ты аи Db; должны содержать статистические множители). 

Если К! = K2 = Аз = K4, то это означает, что фермент действует 

по механизму Михаэлиса — Ментен, т.е. не происходит взаимо- 

действия субъединиц. Если А! > K2 = Аз = Ks можно предположить 

справедливость согласнованной (симметричной) модели. 

Е ES 

Модель Модель 

тетраэдрическая =— — —> 

квадратичная Но ae — — Be ——_ aS последовательная 

линейная C000" cH 

| 
согласованная == Pe =F —> ae симметричная 

\/ 
ЕВ 

Рис. 66. Некоторые возможные модели регуляция ферментов. 

ры 
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Гвариант | вариант 
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Рис. 67. Возможности связывания субстрата и аллостерического лиганда в предполо- 

жении одновременно происходящего конформационного изменения. 

В расширенной, более общей модели Моно — Уаймена —Шанжё 

K, < К) < К: < Kg. В простейшей квадратичной или тетраэдриче- 

ской модели K,- Кл = K2-K3, однако в большинстве случаев нельзя 

получить простое соотношение такого рода. 

Анализируя величину относительного насыщения, т.е. число 

молекул субстрата, связанных с одной молекулой фермента, как 

функцию концентрации субстрата и используя различные графиче- 

ские представления, можно провести различие между четырьмя слу- 

чаями. Они также могут быть дискриминированы от тех случаев, 

когда, например, четыре субъединицы неидентичны, или число 

субъединиц, вступающих в кооперативные взаимодействия между 

собой, изменяется при связывании субстрата. 

Эта модель получила дальнейшее развитие в работах Киртли и 

Кошланда. Авторы охарактеризовали другие три типа связывания 

и два варианта для всех четырех случаев, если с ферментом связы- 

вается как субстрат (X), так и аллостерический эффектор (Г) 

(рис. 67). 

Эта классификация имеет смысл, если субстрат и аллостериче- 

ский эффектор одновременно связываются с белком. Определяя 

различные параметры, можно различить все возможности, включая 

те, при которых субстрат или эффектор не вызывает кооператив- 

ных взаимодействий, т. е. фермент не является аллостерическим. 

3.8.3. Определение кинетических параметров аллостерических и коо- 

перативных ферментов. Определение характеристических парамет-
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ров (Km, Vmax, п, L, Г’, Сс и T. д.) для аллостерических и 

кооперативных ферментов обычно является довольно трудной зада- 

чей, Методы, пригодные для специальных случаев, были уже упо- 

мянуты выше (см. уравнения (995)—(997), (1000), (1002)). Однако в 

общем случае возникает проблема определения существенно боль- 

шего числа параметров (отдельные. величины Ам и Vmax для не- 

скольких, по крайней мере двух, форм фермента, число п для 

различных лигандов, связанных с ферментом, и т. д.). Проблема 

становится еще более трудной для решения, когда фермент, несмот- 

ря на наличие аллостерических свойств или кооперативности, мо- 

жет показывать нормальную кинетику Михаэлиса — Ментен. В 

этих случаях одни кинетические измерения не дадут достаточно ин- 

формации для оценки всех констант. Более того, если кинетическое 

поведение фермента отличается от кинетики Михаэлиса — Ментен, 

например характеризуется сигмоидной кривой насыщения, трудно 

определить, является-ли фермент в действительности аллостериче- 

ским или показывает кооперативность взаимодействий, или анома- 

лии связаны с другой причиной. 

В первую очередь поэтому следует определить тип фермента 

(т. е. является ли он аллостерическим или проявляет кооперативные 

взаимодействия). Наиболее общим употребляемым методом явля- 

ется определение относительного связывания лиганда как функции 

его концентрации. Соответствующее уравнение Хилла имеет вид. 

12[У5/(1 — Ys)] = ин18([$]/К) (1003) 

(ср. (493)), где Ys — относительное насыщение лигандом $, Ин — 

коэффициент Хилла, К — константа диссоциации. Коэффициент 

Хилла пн не равен числу связывающих центров. 

Так как во время вывода уравнения Хилла пренебрегли комплек- 

сами ES, ES, ...ES,-1 и, согласно исходному предположению, л ча- 

стей молекулы 5 связываются с ферментом в одну стадию, TO пн 

дает возможное минимальное число связывающих участков. Коэф- 

фициент My равен N, истинному числу связывающих центров, в слу- 

чае, если взаимодействие между связывающими участками 

бесконечно велико. Если Ny = 1, не происходит кооперативных вза- 

имодействий (кинетика Михаэлиса — Ментен), и чем ближе пн кп, 

тем выше степень кооперативности. 

В обычном графике lg[Y/(1 — Y)] от lg[S] точки могут быть ап- 

проксимированы прямой линией (см. уравнение (1003)). Однако мы 

упоминали допущения, сделанные при выводе уравнения. Точная 

функция, не учитывающая допущений, в действительности не явля-
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Рис. 68. Определение коэффициента Хилла. а — логарифмический график функции 

связывания. 6 — зависимость коэффициента Хилла от логарифма концентрации ли- 

ганда (A — нет кооперативности; Б — очень слабая кооперативность; В — средняя 

кооперативность; Г’— очень сильная кооперативность). 

ется уравнением прямой линии, а представляет собой отношение 

двух полиномов (см. (569), (1002)). Наклон равен | независимо от 

того, выполняется условие [5] -+ 0 или [$5] > ®. При [$] ~ 0 экстра- 

поляция графика до пересечения с осью ординат дает |g(a1Dn/anbo), 

а при [5] > © получаем значение 18[аиб»/ (аби -1 — ап-161)]. Если 

провести линии, перпендикулярные двум предельным касательным, 

то расстояние между ними после умножения на RTV2 равно свобод- 

ной энергии взаимодействия (рис. 68, а). 

Функция не имеет линейной части, ее наклон непрерывно изме- 

няется. Величина пн дается максимальным, а не средним накло- 

ном. Если среднюю часть кривой аппроксимировать прямой 

линией, согласно уравнению Хилла, то полученный средний наклон 

близок к максимальному только при очень высокой степени коопе- 

ративности. Максимальный наклон можно получить из графика за- 

висимости пн OT Ig[S] (рис. 68, 6). Поэтому my является He 

константой, а функцией концентрации лиганда (Курганов обознача- 

ет его а). 

В случае олигомеров соотношение между коэффициентом Хилла 

и внутренними константами ассоциации (Ki, Ko, Ki, K2) лиганда



Кин-тика регуляторных ферментов 277 

(L) с индивидуальными субъединицами различается для симметрич- 

ных и асимметичных димеров и для тетрамерного фермента. В мо- 

дели, приведенной ниже, продемонстрировано ’гомотропное 

аллостерич-ское взаимодействие лиганда с олигомерным фермен- 

том (Е). 

Очевидно, что А1А> = Kj КУ. 

Соответствующие взаимосвязи между величинами К и пн пред- 

ставлены в табл. ХУ. 

Таблица ХУ. Взаимосвязь между коэффициентом Хилла и значением микроскопических 

констант ассоциации в олигомерных ферментах в случае гомотропных аллостерических 

взаимодействий 

Олигомерный Характеристическое ny 

фермент соотношение 

Симметричный 
димер K, = Ki и К. = К 2/[1 + V(Ki/KzZ) 

Асимметричный 

димер К1 = Ki и К, = K2 4/[2 + V(Ki/K2) + У(К!/К>) 

Тетрамер K, я Kz # К: # К 4/[V(K1/Kz) + 1]/[4V(Ki/KZ) + 3(K2/KZ) + 1] 

Вышеприведенные рассмотрения относятся к случаю, когда из- 

меряется непосредственно связывание лиганда Ys. Однако указан- 

ные выше утверждения не применимы, если для анализа уравнения 

Ys = Uo/Vinax используют относительную скорость ферментатив- 

ной реакции (согласно уравнению (493)). Коэффициент Хилла пн, 

полученный таким образом, не характеризует даже минимальное 

число связывающих участков. Измерение скорости ферментативной 

реакции можно использовать вместо измерения изотермы связыва- 

ния только в том случае, если 1) конформационные измерения,
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предшествующие скоростьлимитирующей стадии, быстры и обра- 

тимы; 2) в случае симметричной модели фермент должен представ- 

лять собой чистую К-систему и 3) для последовательной модели 

комплексы ES, Е$›, ..., ES, распадаются до свободного фермента 

и продукта с одинаковой константой скорости. 

Выполнимость этих условий необходимо проверить вначале не- 

зависимыми экспериментами, и только, если они выполняются, 

можно при проведении анализа измерять скорость реакции вместо 

измерения связывания. 

Если такой эксперимент дает положительный результат, тогда, 

согласно Курганову с сотр. и Эндрени с сотр., анализ предпочти- 

тельнее проводить не при произвольном изменении концентрации 

субстрата (или лиганда), а изменяя ее таким образом, что отноше- 

ние двух последующих концентраций остается постоянным. 

Пусть одна концентрация равна [5], другая — равна a(S], где 

а >= 1: 

и = 1 $]"/(К" + [$] (1004) 

w = V(a{S])"/[K” + (а[$]”) (1005) 

Выражая К” из (1004) и (1005) и приравнивая их, получаем 

и = Ви/(Е + и (1006) 

где ЕЁ = V/(a" - ) ир=а"Е. 
Выражение (1006) представляет собой уравнение гиперболы, ко- 

торая может быть линеаризована обычным способом. Если уравне- 

ние Хилла (493) справедливо, т. е. кооперативные взаимодействия 

отсутствуют, либо они бесконечно велики, то характеристические 

параметры реакции могут быть получены из табл. XVI. 

Если линейное соотношение, описываемое уравнением Хилла, не 

выполняется (что является обычным случаем), применима транс- 

формированная форма уравнения Эдера (569) 

и = И(аз [$]? + ay [$])/(62[$]? + В [$] + bo) (1007) 

где ay = $2, тогда параметры реакции могут быть получены из 

табл. ХУП. 

Важно еще раз подчеркнуть, что в противоположность ранним 

представлениям ни дробное значение величины Ин, ни сигмоидный 

характер кривой насыщения не доказывают аллостерическую или 

кооперативную природу рассматриваемого фермента. Так, Санвал, 

Стахов и др. показали, например, что в случае изоцитратдегидроге- 

назы и график Хилла дает дробную величину п, и кривая насыщше-
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Таблица XVI. Линеаризация уравнения Хилла 
- 

Рассматрива- Пересечение Наклон Пересечение п У Фикси- Координаты 

емая функ- с ординатой‘ (с) с абсциссой рован- пересечений 

ция (5) ная фиксированной 

прямая прямой с рас- 

линия сматриваемой 

функцией 

x У 

v/wory 1 ИИ Иа - т ‘2 ysl | 

и от w/v Va"/(a"-1) —-V/(a" -1) а” a c+b x=1 1 V 

1/ . n п п п lgc 1[-с — у от 11 (@а-1/Ш l/a —(а- ПГ - lea a y=x W/V ШИ 

*Зависимая переменная от независимой переменной. 

ния сигмоидная, и все же в течение реакции не наблюдается 

изменений в четвертичной структуре фермента, хотя фермент про- 

являет аллостерические свойства, так как а-оксоглутарат ингибиру- 

ет, а цитрат активирует фермент и эффекторы связываются в 

отличном от субстратсвязывающего участка центре. 

Все отклонения от кинетики реакции неаллостерических фермен- 

тов можно объяснить несинхронностью связывания двух молекул 

субстрата, и, таким образом, нет необходимости рассматривать ко- 

Таблица XVII. Графическое решение квадратичного, трансформированного 

уравнения Эдера 

Рассматрива- Пересечение с Предел наклона при концентрациях 

функция" 

ординатой абсциссой HH3KHX BbICOKHX 

и/м OT Uv 1/а |4 (а — (а! — ах Во)/аа"? (а — 1)/ 

w от w/v V a aj?/(1 — a)(ai by — az bo)” V/(1 - а) 
l1/w от 1/v (1/V)[(a" - 1/а"]  -(а" - 1)/V 1/а 1/а 

*Зависимая переменная от независимой переменной. 
Если arb, = а’, наклон равен 1. 
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оперативные взаимодействия между активными центрами. Кроме 

того, было показано, что изменения во вторичной и четвертичной 

структуре белка происходят в ходе реакции, а также при активации 

и ингибировании. Известно, что различные ингибиторы могут вы- 

зывать отклонения от классической кинетики Михаэлиса — Ментен 

и, кроме того, ингибирующий эффект ионов в определенных буфе- 

рах может быть причиной сигмоидной формы кривой насыщения, 

наблюдаемой для некоторых ферментов. 

Кинетическое поведение, характерное для аллостерических фер- 

ментов, можно получить, если фермент катализирует реакцию, ха- 

рактеризующуюся упорядоченным присоединением субстратов, и 

конечный продукт или другой аллостерический эффектор изменяет 

первоначальный порядок связывания субстрата. В этом случае не 

изменяется четвертичная структура и сигмоидная форма кривой на- 

сыщения не требует предположения существования кооперативного 

взаимодействия. Аткинсон и др., однако, указывают, что все откло- 

нения от кинетики Михаэлиса — Ментен для аллостерических фер- 

ментов можно объяснить моделью, в которой принимаются во 

внимание конформационные изменения белка, а не кооперативные 

взаимодействия. Вследствие этого изменяются как сила связывания 

субстрата, так и максимальная скорость реакции. 

Николь, Джексон и Винзор выдвинули предположение, что мо- 

номерная форма фермента может превращаться в полимерную фор- 

му, и доказали, что сигмоидная форма кривой насыщения может 

быть результатом этих процессов. 

Курганов отмечает, что сигмоидная форма кривой насыщения 

и дробное ин могут быть получены для олигомерных ферментов, 

состоящих из обратимо диссоциирующих систем (тетрамер — 

димер, димер — мономер и т. д.) в случае, если активности форм, 

имеющих различные степени полимеризации, отличаются друг от 

друга. 
Мономерный фермент, подчиняющийся обычному механизму 

Михаэлиса — Ментен, может тоже давать сигмоидную кривую при 

условии, что константа в уравнении скорости является так называе- 

мой кинетической константой, т. е. К- 1 < ko, и поэтому Kx = К>2/К1. 

Если рассматриваемый фермент неустойчив и его инактивация 

не принимается во внимание во время измерений, то может быть 

получена сигмоидная кривая насыщения при условии, что константа 

скорости инактивации по крайней мере на порядок превышает конс- 

танту скорости образования комплекса ES, или К-1 > ki. 

В некоторых случаях двухсубстратные реакции могут давать ка- 

жущиеся эффекты активации избытком субстрата и ингибирования,
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приводя таким образом к отклонениям от кинетики Михаэлиса — 

Menten. Для двухсубстратной реакции, для которой справедлив об- 

щий механизм и выполняются условия стационарности, нельзя по- 

лучить линейное соотношение между обратными величинами 

скорости и концентрации субстрата, так как «активация» или «ин- 

гибирование» избытком субстрата присущи этому механизму. При 

получении сигмоидной кривой насыщения одних только кинетиче- 

ских методов недостаточно для ответа на вопрос, что является это- 

му причиной: либо фермент обладает двумя активными центрами 

с разными активностями, либо двумя активными центрами с оди- 

наковой скоростью, кооперативно взаимодействующими друг с дру- 
гом, либо наблюдается активация избытком субстрата. 

Также было показано, что если: 1) фермент может существовать 

в растворе в различных конформациях, 2) обе формы способны ре- 

агировать с субстратом и 3) реакция протекает согласно стационар- 

ному приближению, то независимо от того, одна или обе формы 

фермента активны, скорость реакции описывается следующим урав- 

нением: 

vo = (a[S] + b[S]*)/(c + a[S] + е[$]^) (1008) 

при условии, что и свободный фермент, и фермент-субстратные 

комплексы могут свободно взаимопревращаться, т. е. реакция явля- 

ется циклической: 

В этом случае либо ES, либо E’S или оба вместе являются ак- 

тивными комплексами, и сигмоидная кривая насыщения наблюда- 

ется при условии соблюдения следующих сооношений между 

константами в уравнении для начальной скорости реакции: 

АБ > ае, Вс > 0, ac>0, Бес >аа 

(эти константы являются сложными функциями констант скорости 

различных стадий). Как видно из приведенного примера. сигмоид- 

ная форма кривой не является указанием на наличие кооперативных
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взаимодействий; более того, возможно отсутствие самих субъеди- 

ниц, так как выражение справедливо и для мономерных ферментов. 

В сущности, это является основой гистерезисной теории фер- 

ментативного катализа Фридена. Если как в модели Моно, так и 

Кошланда принимается, что изменения, вызываемые лигандами 

(изомеразация, ассоциация — диссоциация, обмен лигандами), не 

являются быстрыми равновесными процессами, а напротив, их ско- 

рости сравнимы со скоростью ферментативной реакции или меньше 

ее, то в результате наблюдается уменьшение активности фермента. 

Это так называемый гистерезисный фермент. Если дополнительно 

предположить существование промежуточной конформации, то BO3- 

никает так называемый мнемонический фермент (согласно Рикару). 

Кроме того, необходимо упомянуть явление активности половины 

центров (half-of-the-sites-activity), которое заключается в том, что 

у некоторых ферментов (например, тетрамерных) работает только 

половина активных центров (в указанном случае два). Аналогично 

протекает реакция по механизму «качелей» (flip-flop) Ладзунского, 

для которого характерно то, что половина активных центров свя- 

зывает, а другая половина превращает субстрат; затем следует об- 

мен ролями. Такие механизмы могут также давать кривые 

насыщения сигмоидной формы. 

Следует напомнить, что для различных аллостерических фер- 

ментов, регулируемых по механизму обратной связи (ситуация, ког- 

да конечный продукт последовательности реакции ингибирует 

первый фермент путем связывания с участком, отличным от актив- 

ного центра), было доказано, что кинетика действия фермента и 

функция связывания (Ys) подчиняются даже для олигомерных фер- 

ментов обычному уравнению Михаэлиса — Ментен, т. е. имеют ги- 

перболическую форму кривой насыщения. 

Зависимость насыщения от концентрации субстрата не может 

поэтому дать достаточно информации для решения вопроса, явля- 

ется ли рассматриваемый фермент аллостерическим, или имеют ме- 

сто кооперативные взаимодействия между — субъединицами. 

Достаточная информация может быть получена только из сложной 

серии независимых экспериментов, которые суммированы в табл. 

XVIII. | 
Рис. 69 иллюстрирует общую схему взаимодействий субъединиц. 

Возможность или невозможность конкретных путей определяют 

модель, наилучшим образом описывающую механизм действия ис- 

следуемого фермента.



Таблица ХУШ. Анализ аллостерических ферментов и кооперативных взаимодействий 

Эксперимент Результат Вывод 

у, = ЛЕХ 

Индекс кооператив- 
ности (R;,)* 

Коэффициент Хилла 

График Скэтчарда 

Определение внутренних 
констант диссоциации о 
(для тетрамерного фер- 
мента) путем подбора 
их численных значений 

для наилучшего совпа- 
дения расчетных и экс- 
периментальных кривых 

Функция гиперболическая 
Функция сигмоидная 

Функция сложная 

R, = 

В, < 

81 

81 

R, > 81 

ny = l 

пн > Ги нецелочисленный 

пн > 1, целочисленный, рав- 
ный истинному числу связы- 
вающих участков 

ny < 1 

Линейный 
Вогнутая кривая 

Выпуклая кривая 

K, = К. = K3 = А4 

К! < Kk, = K3 = Kg 
KK, = К>Кз 

К! < К.) < К: < Ка 

К > Ko > K3 > Kg 

K, < Ko > K3 > Ка 

Вероятно, нет взаимодействий 
Возможны положительные 
взаимодействия 
Возможна комбинация отри- 
цательных и положительных 
взаимодействий 
Вероятно, нет взаимодействий 

Возможна положительная ко- 
оперативность 
Возможна отрицательная ко- 
оперативность 
Нет кооперативности 

Возможна положительная ко- 

оперативность 
Бесконечно высокая коопера- 
THBHOCTb 

Возможны отрицательные 
взаимодействия 
Вероятно, нет взаимодействий 
Возможно положительное 
взаимодействие 

Возможно отрицательное 
взаимодействие 
Нет взаимодействий 

Симметричная модель 

Простейшая последователь- 

ная квадратичная или тетра- 
эдрическая модель 
Простая положительная коо- 

перативность 

Простая отрицательная коо- 

перативность 
Смешанная положительная и 

отрицательная коопера- 
THBHOCTb 

Кизмеренная = 4&1 = (3/2)K2 = Her кооперативности 

= (2/3)K3 = К4/4 
измеренная = 4А1 = (3/4 — Положительная кооператив- 

— 3/1800)K2 = (2/6 - ностьб 
— 2/2700)K3 = К4/4000 

Кизмеренная = 4K1 = (3/2000)K2 = Симметричная модель 

= (2/3000)Кз = К4/4000 
Ингибитор С кажущейся конкурент- Аллостерия 

ностью, неконкурентный или 

бесконкурентный 

"Rx = 509/501, где Soo и So. — концентрации субстрата, при которых достигаются 90% или 

10% Vmax соответственно. 

Взаимосвязь между измеренными и внутренними константами диссоциации представляет со- 
бой промежуточный случай между двумя предельными случаями отсутствия взаимодействий и сим- 

метричной моделью. 
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55) ЭВ (55) STS) ¢ = a ee — 

(5) < ©5- 65 — 

Рис. 69. Общая схема возможных моделей взаимодействия субъединиц. 

3.9. КЛАССИФИКАЦИЯ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ 

Ферментативные реакции можно классифицировать по различ- 

ным принципам. Наиболее известными являются классификации 

Альберти и Клеланда. 

Альберти рассматривает два признака для группирования фер- 

ментативных реакций: 1) стехиометрия реакции и 2) число и свой- 

ства комплексов, образующихся во время реакции. 

Стехиометрия реакции указывает на число молекул субстрата, 

стехиометрически взаимодействующих с ферментом. 

В односубстратной реакции одно вещество превращается в про- 

дукт под действием фермента. Реакции, катализируемые таутомера- 

зами, некоторыми изомеразами, рацемазами и т. д., попадают в 

эту категорию. 

В кажущейся односубстратной реакции участвуют два субстра- 

та, но один из них — вода, концентрация которой при обычных ус- 

ловиях практически «бесконечно высока», и поэтому остается 

постоянной во время реакции и не включается в уравнение скорос- 

ти. В качестве примеров можно привести реакции, катализируемые 

фумаразой, аконитазой, кротоназой, енолазой и дегидратазой.
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В двухсубстратной реакции два вещества взаимно превращают- 

ся друг в друга под действием фермента. Почти все ферменты, ис- 

пользующие коферменты, так же как и ряд других ферментов: 

большая часть дегидрогеназ, фосфорилаз, гексокиназа, фосфатазы 

и т. п., принадлежат к этой группе. 

К трехсубстратным можно отнести реакции, катализируемые 

различными CHHTeTa3aMH, — пируватоксидазой (КФ 1.2.3.3) 

Lactobacillus и т. д. 

Все эти типы реакций имеют одинаковую стехиометрию в обоих 

направлениях. , 

В реакциях со смешанной стехиометрией последняя меняется при 

изменении направления реакции. Например, реакции, катализируе- 

мые различными эстеразами, являются кажущимися односубстрат- 

ными в прямом направлении и, по крайней мере теоретически, 

двухсубстратными в обратном. Например, под действием ацетилхо- 

линэстеразы (КФ 3.1.1.7) ацетилхолин реагирует с водой. Концент- 

рация последней «бесконечно высока» при рассмотрении реакций, 

поэтому в данном направлении имеет место кажущаяся односуб- 

стратная реакция. Образуются два продукта — ацетат и холин, и, 

таким образом, обратная реакция будет двухсубстратной. Реакции, 

катализируемые некоторыми синтетазами или глицеральдегидфос- 

фатдегидрогеназой (КФ 1.2.1.12), являются двухсубстратными в 

прямом и трехсубстратными в обратном направлении и т. д. 

Второй признак классификации реакций по Альберти — это чис- 

ло и природа феремент-субстратных комплексов, образующихся во 

время реакции. Основываясь на этом критерии, можно различать 

механизмы реакций без образования комплекса и с образованием 

переходных промежуточных комплексов. 

Кинетически несущественные переходные комплексы могут быть 

химически устойчивы и даже выделены. Их «переходная» природа 

проявляется только кинетически в данной реакции. 

Терминология Клеланда относится к механизму реакции. Поэто- 

му номенклатура Альберти была постепенно замещена номенклату- 

рой Клеланда. 

Согласно номенклатуре Клеланда, число реагирующих субстра- 

тов и продуктов обозначается уни-, би-, Tep-, квад- и т. д. Таким 

образом, реакция с двумя субстратами и двумя продуктами сокра- 

щенно обозначается би-би, один субстрат/два продукта — уни-би, 

а три субстрата/два продукта — тер-би и т. д. 

По типу механизма реакция может быть: 1) последовательной, 

если все субстраты должны быть связаны с ферментом до выделе- 

ния любого продукта; 2) упорядоченной, если связывание субстра-



286 3. Ферментативная кинетика 

тов с ферментом протекает в определенном порядке и аналогичная 

ситуация наблюдается для отщепления продуктов; 3) неупорядочен- 

ной, если не наблюдается строгого порядка связывания субстратов 

и отщепления продуктов, но субстраты связываются (а продукты 

отщепляются) с ферментом по параллельным реакциям с почти 

одинаковой вероятностью; 4) пинг-понговой, если один или больше 

конечных продуктов отщепляются раньше, чем второй и(или) тре- 

тий субстрат свяжется с ферментом. 

Субстраты обозначаются буквами А, В, С, О..., продукты — P, 

О, К, ъ, ..., Устойчивый свободный фермент — Е, устойчивый фер- 

ментативный комплекс или измененный (изомеризованный) фер- 

мент — Е С, Н. Центральный комплекс заключается в скобки. В 

центральном комплексе субстрат превращается в продукт. Если 

превращение центрального комплекса (процесс, который может 

протекать одновременно с изомеризацией фермента) не влияет на 

кинетику, то на схеме начальный и конечный центральные комплек- 

сы помещают друг под другом в скобках. 

Если центральный комплекс влияет на кинетику всей реакции, 

следует поставить приставку изо- перед кинетическим названием ре- 

акции (например, изо-упорядоченная, изо-неупорядоченная, изо- 

пинг-понговая). Так, если имеются два центральных комплекса, 

влияющих на кинетику реакций, то реакция называется ди-изо-пинг- 

Понг И т. д. 

3.10. НЕКОТОРЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ДВУХСУБСТРАТНЫХ РЕАКЦИЙ 

Ниже продемонстрированы несколько примеров по номенклатуре 

Клеланда и способы их представлений. 

Г 
Е ЕА ЕАВ EQ E 

EPQ 

Упорядоченный би-би-механизм 

Уравнение, описывающее начальную скорость реакции, подчиня- 

ющейся механизму этого типа, имеет вид 

vo = И[АИВ/(КаКь + КыА] + Ka[B] + [A][B]) (1009)
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где А и В — два субстрата, Ka и Kp — константы Михаэлиса А и 

В при насыщении В и А соответственно, а Aja — константа диссоци- 

ации комплекса КА. Этот механизм характеризуется следующим ки- 

нетическим соотношением Холдейна: 

Кравн = ViKpKiq/V:KiaK (1010) 

где Kp — константа Михаэлиса по Р при насыщении О, а Ка — 

константа диссоциации комплекса EQ. 
Термодинамическое соотношение Холдейна имеет вид 

Кравн = (ИИ И) (К»Ка/ КьКь) (1011) 
где Kip и Kj» — константы диссоциации комплексов EP и ES соот- 

ветственно, а Ка — константа Михаэлиса по О при насыщении Р. 

Упорядоченному би-би-механизму подчиняются цитоплазматиче- 

ская малатдегидрогеназа (КФ 1.1.1.37) и глицеролдегидрогеназа 

(КФ 1.1.1.6) Aerobacter aerogenes (где NAD является первым связы- 

вающимся ‘ субстратом), лактатдегидрогеназа (КФ 1.1.1.27) и 

глицерол-3-фосфат-дегидрогеназа (КФ 1.1.1.8), где NADH связыва- 

ется первым с ферментом, и многие другие ферменты. 

| ft 
ff 

Пинг-понговый би-ви-механизм 

—
ч
 

—
ю
 

Уравнение скорости для ферментов с пинг-понговым би-би-меха- 

низмом имеет вид 

vo = Г[АЛВ]/(КЫА] + Ка[В] + [АП В]) (1012) 

Кинетическое уравнение Холдейна 

Кравн = ИКрКа/ Т.КаКь (1013) 

Термодинамическое уравнение Холдейна 

Кравн = (Ри И) (КрКа/ КаКь) (1014) 

Это механизм действия дрожжевой О\(-)лактат-цитохром- 

редуктазы, дигидролипоамид-дегидрогеназы (КФ 1.8.1.4) и т. п.
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| \/ | 
Е ЕА ЕО 

Механизм Teopenna -Yanca 

Это единственный механизм, в котором не происходит образо- 

вания кинетически существенного тройного комплекса. Уравнение 

для начальной скорости имеет вид 

vo = Г[АЦВ]/(КыКь + Ka[B] + КЫА] + [A][B]) (1015) 

Кинетическое соотношение Холдейна для этого случая 

Кравн = Vi KpKig/ V; KiaK’p (1016) 

Известным представителем ферментов, действующих по такому 

механизму, является алкогольдегидрогеназа (КФ 1.1.1.1) печени 

лошади. 

А В 

| EA | 

"| |" 

Неупорядоченный би-би-механизм 

Различают два типа неупорядоченного би-би-механизма. Один 
из них подчиняется стационарному приближению. В этом случае 
двойные обратные координаты (или любая другая «линеаризация») 
не дают прямой линии. Уравнение начальной скорости имеет вид 

Yo = "(Ка АПВ] + Кл АТ [В] + [A][B]’)/(Kx + Кь[А] + Ка2[В] + 
+ Кы[АГ + Ка[В] + Kavi[A][B] + Кл АТВ] + [A][B]’) (1017) 

Индивидуальные константы представляют собой сложные функции 
констант скорости (см. (1058)).
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Кинетика действия ферментов, подчиняющихся быстрому равно- 

весному неупорядоченному би-би-механизму, гораздо проще. 

В этом случае линеаризованное уравнение скорости имеет вид пря- 

мой линии и, таким образом, позволяет графически определить 

численные значения индивидуальных констант. Уравнение, характе- 

ризующее начальную скорость этих реакций имеет вид 

vo = V[A][B]/(KiaK> + Ka[B] + КыА] + [А] В]) (1018) 

Быстрому равновесному неупорядоченному би-би-механизму подчи- 

няются дрожжевая алкогольдегидрогеназа, мышечная гексокиназа и 

много других ферментов. 

3.10.1. Кинетический анализ двухсубстратных реакций. Известны 

два метода определения величин констант из уравнения, описываю- 

щего начальную скорость двухсубстратной реакции. Согласно ме- 

moody Флорини и Вестлинга, следующее обобщенное уравнение 

принимают в качестве исходного (при условии, что реакция COOT- 

ветствует последовательному и/или быстрому равновесному при- 

ближению): 

vo = ИНАИВ/(КаКь + Ka[B] + КЫА] + [A][B]) (1019) 

Взяв обратную величину и выделив множители 1/[А] и 1/[В], 

получим 

1/0 = (Ка/ И: + КаКы ГИВуа/[А]) + (1 + Av/[B)U/ VA) (1020) 

1И/ = (Кь/ И + КьКь/ ГНА] /[В]) + (1 + Ka/[A)U/V) = (1021) 

Основываясь на уравнении (1020), можно построить график за- 

висимости 1/Uo от 1/[А] при нескольких различных, но внутри од- 

ной серии эксперимента постоянных концентрациях [В] (рис. 70,4). 

Проекция на абсциссу точки общего пересечения линий, относящих- 

ся к различным экспериментам, дает величину — 1/Kia. 

Используя уравнение (1021), можно построить график зависи- 

мости 1/0 от 1/[В] при различных, но внутри одной серии экспери- 

мента постоянных концентрациях [А] (рис. 70,6). Проекция на 

абсциссу точки общего пересечения прямых линий, относящихся к 

различным экспериментам, дает величину -А;„Кь/Ка. Остальные 

параметры могут быть получены, если построить графики зависи- 

мостей отсекаемых на оси ординат отрезков 1/Va и 1/Гв от 1/[В] 

и 1/[А] соответственно (рис. 70,6, г). 

1/Va = (Ko/Vs)(1/[B]) + 1ИИ (1022) 

1/Vp = (Ka/Vs)(1/[A]) + 1/V¢ (1023)
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{95 =(Kg/V)(1+Kig Кь/Ка[В)) 199 =(Кь /У(1+К:а/[А]) 

1/59 [By] 1/00 А 

[Bo] [Av] 

(1/W)(1+ Kp (BI) (1//)(1+Ка/[А) 

[Вз] [Аз] 

г “ol 

Хх 1/[А] _ 
-1/ Kita -КаКь/Ка 1/[8] 

а 6 

1/УА (99 =Кь/\ ИИ tga=K g/Ve 

i ob 
1/V¢ 1/ Ve --- 

N ___. 
-1/Ky УВ] ву ИА] 

8 2 

Рис. 70. Кинетический анализ двухсубстратных реакций по методу Флорини — 

Вестлинга с использованием номенклатуры Клеланда. 

Таким образом, для определения четырех неизвестных (Vr, Ka, 

Kp, Kia) имеем четыре уравнения. Для определения констант можно 

также использовать график зависимости наклонов кривых на рис. 

70,а и 6 от другого субстрата. 

Из рис. 70,a и 6 можно сделать определенные заключения, каса- 

ющиеся механизма реакции. Если точка пересечения находится во 

втором квадранте, реакция последовательная, т. е. все субстраты 

связываются с ферментом прежде, чем начнут отщепляться продук- 

ты. Если точка пересечения находится на оси абсцисс, субстраты 

не мешают связыванию друг друга. Если линии параллельны, реак-
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Рис. 71. Анализ двухсубстратных реакций по Диэлу. Ординаты пересечения и накло- 

ны на рис. в иг, так же как на O ие относятся к прямым линиям Ha рис. аи 6. 

ция следует пинг-понг-механизму, т. е. один из продуктов отщепля- 

ется от фермента до связывания второго субстрата. 

Вариант этого метода был разработан Диэлом”. Она основана 

на следующем общем уравнении: 

[E]/vo = фо + Фи [$1 + [62]/[S2] + $12/ [552] (1024) 

Если выполнить серию экспериментов, как в предыдущем слу- 

чае, т. е. построить график зависимости [Е]/ от 1/[5!] (рис. 71,a) 

*В отечественной литературе Диэл (К. Dalziel) иногда цитируется как Даль- 

циль. — Прим. ред.
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или 1/[$2] (рис. 71,6), то в результате получим прямую линию, для 

которой точки пересечения и наклоны являются функциями 1/[S2] 

и 1/[S;]. Вторичные графики точек пересечений (рис. 71,6 и г) и Ha- 

клонов прямых линий от обратных величин концентраций соответ- 

ствующих субстратов (рис. 71,0 и е) непосредственно дают 

величины четырех констант Фф в уравнении. 

Соотношение между константами ф и кинетическими константа- 

ми Михаэлиса зависит от типа механизма. Аналогично, взаимосвя- 

зи между индивидуальными константами, так же как и величины 

констант равновесия в терминах ф, различны в зависимости от ме- 

ханизма. Эти взаимосвязи можно использовать для предваритель- 

ной дискриминации различных механизмов (табл. XIX). 

Тем не менее, как подчеркнуто ранее, имеются механизмы, не- 

различимые друг от друга ни одним из этих методов, и поэтому 

требуется использование других методов. Прекрасные результаты 

дает широко распространенный метод кинетического анализа на- 

чальных скоростей, определенных в присутствии продукта. В этом 

случае один или другой или оба продукта реакции добавляются в 

разных известных концентрациях к реакционной смеси до иниции- 

рования реакции, и измеряется начальная скорость. В зависимости 

от характера влияния продуктов на скорость реакции часть меха- 

низмов, неразличимых другими простыми кинетическими метода- 

ми, могут быть дифференцированы (табл. ХХ) 

Другую возможность представляет метод альтернативного суб- 

страта Фридена и Фромма. В этом случае кроме физиологического 

субстрата к ферменту добавляется другой субстрат. Скорости реак- 

ции при этом, конечно, различаются. Для быстрой равновесной, по- 

следовательной, упорядоченной би-би-реакции при рассмотрении 

только начальной скорости механизм можно представить следую- 

щий схемой: 

К [А] 

Начальная скорость реакции дается уравнением (в символах 
Диэла): 

[Eo]/v = фо + ФИ[А] + $2/[B] + Ф2 [АПВ] (1025)
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Таблица ХХ. Дифференциация механизмов реакции по ингибирующему влиянию 

продукта на начальную скорость 

Механизм (в номенклатуре Добавленный Субстрат с изменяемой концентрацией“ 

Клеланда) ингибирующий А В 

продукт ненасыщение насыщение ненасыще- насыще- 
В В ние А ние А 

Упорядоченный би-би Р НК БК НК НК 

О К К ‚ НК — 

Творелла — Чанса Р НК — К К 

О К К НК — 

Изо-упорядоченный Р НК БК НК НК 

би-би Q HK HK HK BK 

Изо-механизм Р НК — К К 

Теорелла — Чанса Q HK HK HK HK 

Быстрый равновесный Р или О К — К — 

неупорядоченный би-би 

Пинг-понг-би-би Р НК — К К 
О К К НК — 

Изо-пинг-понг-би-би Р НК — К К 
Q HK HK HK HK 

Ди-изо-пинг-понг-би-би Р или Q НК НК НК НК 
Неупорядоченный 6u-6u° Р или О НК НК НК НК 

а 

К — конкурентное ингибирование, НК — неконкурентное ингибирование, БК — бесконкурент- 

ное ингибирование. 
6 
Графики в двойных обратных координатах не обнаруживают линейной зависимости; анало- 

гично наклоны и точки пересечения графиков в двойных обратных координатах при ингибировании 
не являются линейными функциями ингибитора, показывая гиперболический и более сложный ха- 
рактер. 

где фо = 1/k, ф1 = 1/1, ф2 = (К-› + Ю/КК, фаз = КК + 
+ K_2)/k,k2k. | 

При использовании альтернативного субстрата (А’): 

Ко [В] 

k, (A) 

ky [А’] 
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Таблица XXI. Использование альтернативного субстрата 
для исследования механизма двухсубстратной реакции 

График зависимости Альтернативный Вид зависимости Вывод 

субстрат 

(Eo]/v от 1/[А] А’ Линейный Упорядоченный механизм, 

[Eo]/v от 1/[В] А’ Нелинейный первый субстрат: А 

[Eo]/v от 1/[А] В’ Нелинейный Упорядоченный механизм, 

(Eo]/v от 1/[В] В’ Линейный первый субстрат: В 

Если в этом случае штриховым верхним индексом отмечены 

константы, относящиеся к альтернативному субстрату, то уравне- 

ние для обратной величины начальной скорости имеет вид 

[Eo]/v = фо + ФИ[А] + $2/[В] + $12/[A][B] + ([A*]/[A][B])(@12/¢1 + 
+ [B])(¢1¢0 /фг)[(Ф; фо + [В])/(Ф12/Фг + [B])] (1026) 

Аналогично могут быть выведены соответствующие уравнения 

для других механизмов. Табл. XXI суммирует взаимосвязи, KOTO- 

рые необходимо использовать для анализа (согласно Рикару). 

Если два графика дают прямые линии, то метод неприменим 

для решения вопроса, является ли механизм неупорядоченным, или 

это некая вырожденная форма упорядоченного механизма (т. е. не- 

которые из констант ф; или их комбинации равны между собой), 

либо скорее всего превалирует пинг-понг-механизм. 

3.11. МЕХАНИЗМЫ ТРЕХСУБСТРАТНЫХ РЕАКЦИЙ 

В первую очередь следует рассмотреть общий механизм: т. е. не- 

упорядоченный тер-тер-механизм, в котором могут образовываться 

и обладают активностью бинарные, тройные и четверные ком- 

плексы 

Z >. N\ EABC > E+ Продукты 

хи 
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Распад четверного комплекса может давать один, два, три или 

более продуктов. Название реакции, стехиометрия и, конечно, кине- 

тика будут изменяться соответственно этому, если анализироваться 

будет не только начальная скорость реакции, протекающей слева 

направо и показанной на схеме. 

В другой группе механизмов образование тройного комплекса из 

двух субстратов не следует упорядоченному последовательному ме- 

ханизму. Тройной комплекс реагирует с третьим субстратом, проте- 

кает реакция, и от полученного комплекса отщепляется конечный 

продукт. В терминах номенклатуры Диэла это частично неупоря- 

доченные механизмы. 

Три из них, частично неупорядоченные AB-, AC- и ВС-механиз- 

мы, основаны на неупорядоченном связывании субстратов. 

4 ЕА —— EAB и“ —— EAB \ и ЕАВ 

Е—— a ЕАВС Е ЕАВС E—EA \ EABC 

EC EBC EAC” ° 

Частично неупорядоченный Частично неупорядоченный Частично неупорядоченный 
АВ- механизм АС-механизм BC- механизм 

Очевидно, что эти механизмы могут следовать приближениям как 

стационарного состояния, так и быстрого равновесия. 

Если исследуется изменение начальной скорости как функции 

концентраций неупорядоченно связывающихся субстратов (т. е. 

А и В — в первом, А и С — во втором и Ви С — в третьем случа- 

ях), линеаризованные формы уравнений скорости дают прямые ли- 

нии только для механизма с быстро. устанавливающимся 

равновесием. Процесс распада четверных комплексов и число конеч- 

ных продуктов влияют только на кинетику всего. процесса и на ре- 

акцию в направлении справа налево. 

Легко показать, что имеется шесть вариантов трехсубстратных 

строго упорядоченных механизмов. Кроме того, существуют мно- 

гочисленные пинг-понг-механизмы. Эти механизмы трудно разли- 

чить; если анализировать исключительно начальную скорость как 

функцию концентрации субстратов, то различить их практически 

невозможно, особенно для трехсубстратных реакций. Поэтому. ме- 

ханизмы следует анализировать комплексными методами с испо- 

льзованием разных подходов. Некоторые методы, применимые для 

таких исследований, описаны ниже.
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3.11.1. Кинетический анализ трехсубстратных реакций. Для прове- 

дения кинетического анализа (по методу Диэла) прежде всего надо 

построить график зависимости [Eo]/v от 1/[А] при нескольких KOH- 

центрациях В при постоянной концентрации С. Такой же экспери- 

мент повторяют при различных концентрациях С при постоянной 

концентрации В, и затем вновь проводят, используя несколько раз- 

личных концентраций В. Расширяя эксперимент, строят график за- 

висимости [Eo]/v от 1/В] при нескольких постоянных 

концентрациях А и при одной концентрации С. Повторяют экспери- 

мент с несколькими различными концентрациями С. Затем меняют 

субстраты, имеющие постоянные концентрации, т. е. С Ha А, и, Ha- 

конец, ту же серию экспериментов проводят, строя график зависи- 

мости [Eo]/v от 1/[С]. Таким образом получают первичные графики 

(рис. 72). 

Общее уравнение для трехсубстратной реакции имеет вид 

[Eo]/v = Фо + ФА/[А] + Фв/[В] + фс/[С(] + ФАВ/[А][В] + 

+ dac/[A][C] + Фвс/[ВИК] + ФАвс/[АЛВИС] (1027) 

Координаты точек пересечения, а также наклоны прямых линий 

первичных графиков приведены в табл. XXII. Как можно видеть, 

координаты точек пересечения и наклоны являются функциями по- 

стоянных концентраций субстратов. Таким образом могут быть по- 

строены вторичные графики, суммированные на рис. 73. 

Координаты точек пересечения и наклоны вторичных графиков 

являются функциями концентрации первого субстрата. Третичные 

графики, построенные таким образом, дают величины индивиду- 

альных констант (рис. 74). 

Поэтому большинство констант можно получить из нескольких 

графических представлений. Таким образом, вышеприведенный ана- 

лиз является весьма многостадийным. Однако, хотя точность опре- 

Таблица XXII. Ординаты точек пересечения и наклоны первичных 

графиков для трехсубстратных реакций 

График Ордината точки пересечения Наклон 

[Eo]/v от 1/[А] Фо + Фв/[В] + фс/[С] + Фвс/[В(С]— ФА + ФАв/[В] + Флс/[С] + Фавс/ [ВИС] 
[Eo]/v от 1/[В] Фо + ФА/[А] + фс/[С] + dac/[A][C] — Фв + Фав/[А] + фвс/К] + Фавс/ [АС] 
[Eo]/v от 1/[С] Фо + ФА/[А] + Фв/[В] + Флв/[А][В] —$с + Фас/[А] + Фвс/[В] + Фавс/[АЛВ] 
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Рис. 72. Кинетический анализ трехсубстратных реакций. Первичные графики. Ниж- 

ние индексы 1, 2, 3 у концентраций субстратов A, Ви С означают порядок анализа.
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Рис. 73. Вторичные графики для трехсубстратных реакций. 
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делений довольно низка (для определения констант требуется 

трехкратная трансформация), эти повторения не бесполезны. 

Взаимосвязь констант ф со скоростью и константами равновесия 

для ряда механизмов суммированы в табл. ХХШ.
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Рис. 74. Третичные графики для трехсубстратных реакций. 

Менее точную информацию можно получить более простым 

способом. Первичные графики (рис. 72) пересекаются в одной точ- 

ке. Эти общие пересечения являются функциями «третьего» суб-
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Таблица XXIV. Определение механизма трехсубстратных реакций 

= 

1-й, 2-й, 3-Й а — абсцисса точки общего пересечения а как функция концентрации 

субстраты первичных графиков третьего субстрата 

линейная нелинейная 

АВС (—Фв[С] + фвс)/(Фдв[С] + dasc) gas = 0 das 22 0 

АСВ (—Фс[ В] + фвс)/(ФласЁВ] + Фавс) фдс = 0 dac #0 

BAC (—da[C] + dac)/(das[C] + Фавс) das = 0 фдв ~ 0 

BCA (—Фс[А] + dac)/(dac[A] + Фавс) фвс = 0 фвс ~ 0 

CAB (—¢a[B] + Фав)/(Фас[В] + Флвс) фас = 0 фас > 0 

СВА (—Фв[А] + Фдв)/(Фвс[А] + Фдвс) фвс =0 dsc 7 0 

страта. Анализ этих функций может дать непосредственную 

информацию, касающуюся типа механизма, хотя его нельзя исполь- 

зовать для определения численных значений констант. Этот прос- 

той анализ представлен в табл. XXIV. 

Если dap, ФАдс, osc, Фдвс 7 0 и первичные графики линейны, ме- 

ханизмы называются быстрыми равновесными. Если dac =0 — 

механизм упорядоченный; если dap, dac = 0 — механизм, частично 

неупорядоченный ВС; если dap, hac, Фвс = 0, можно предположить 

наличие частично неупорядоченного АВ-механизма. Если dap, Pac, 

фАдвс = 0 или das, bac, Фвс, ФАавс = 0, действуют различные пинг- 

понговые механизмы. 

Дальнейшую информацию о механизме трехсубстратной реак- 

ции можно получить, используя метод ингибирования продуктом 

(табл. XXV). 

Аналогично для определения механизма трехсубстратной реак- 

ции можно использовать метод альтернативного субстрата 

(табл. XXVI). 

Комбинация этих методов дает надежную картину механизма 

трехсубстратной реакции. Так как число возможных механизмов 

огромно, а различия в кинетическом поведении незначительны, не- 

обходимо подчеркнуть, что только отрицательные результаты не- 

сут положительную, информацию, т.е. только исключение 

механизма можно считать точным утверждением. Если эксперимен- 

тальные результаты соответствуют какому-либо механизму, то это 

указывает лишь на возможность, а не на единственность рассмат- 

риваемого механизма. 

Ингибирование или активация мультисубстратных реакций
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Таблица XXVI. Применение альтернативного субстрата в анализе механизма 

трехсубстратных реакций 

Механизм Альтернативный График Лайнуивера—Берка * 

субстрат 

1/v -— 1/А] 1Ми — 1/[В] \/v — 1/[C] 

Упорядоченный Al K НЛ | Hi 

Tep-Tep B’ HK K НЛ 

С’ НК НК К 

Быстрый равно- А’ К НК НК 

весный неупо- В’ НК К НК 

рядоченный С’ НК НК К 

Частично неупо- А’ К НК НК 

рядоченный АВ В’ НК К НК 

С’ БК БК К 

Частично неупо- А’ К НК НК 

рядоченный ВС В’ БК К НК 

С’ БК НК К 

Частично неупо- А’ К НК НК 
рядоченный АС В’ НК К НК 

С’ НК НК К 

Гекса-уни А’ К НК НК 
ПИНГ-ПОНГ В’ НК К НК 

С’ НК НК К 

Би-уни-уни-би А’ К НЛ НК 

ПИНГ-ПОНГ В’ НК К НК 

C’ HK HK K 

Уни-уни-би-би А’ К НК НК 

ПИНГ-ПОНГ В’ НК К HJI 

С’ НК `НК К 

а К, HK, БКиНЛ — сокращения, показывающие, что график Лайнуивера—Берка в двойных обратных 

координатах в присутствии альтернативных субстратов дает графики, характерные соответственно для 

конкурентного, неконкурентного, бесконкурентного ингибирования, или имеет нелинейный характер. 

мет 

обычно анализируется при насыщающих или постоянных концент- 

рациях одного или двух субстратов, а тип ингибирования устанав- 

ливается относительно одного из субстратов. Затем концентрация 

одного или обоих других субстратов поддерживается постоянной, 

тип ингибирования определяется относительно второго субстрата и 

т.д. В действительности этот метод является в принципе непра- 

вильным и дает лишь весьма приблизительную информацию о про- 

цессе ингибирования мультисубстратной реакции. Теоретически 

правильный подход, однако, приводит к таким сложным соотноше-
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ниям, что их трудно использовать на практике и из-за их сложнос- 

ти экспериментальная ошибка столь велика, что после всех 

преобразований этот метод не является более предпочтительным, 

чем обсужденный выше ошибочный экспериментальный метод. Не- 

обходимые сведения о сложном теоретическом методе читатель мо- 

жет найти в учебниках и статьях, указанных в списке литературы 

в конце главы. 

3.12. ИЗОТОПНЫЙ ОБМЕН В ДИНАМИЧЕСКОМ 
РАВНОВЕСИИ КАК СПОСОБ ИЗУЧЕНИЯ 

МЕХАНИЗМА РЕАКЦИИ 

Следует различать два метода. Один из них количественный ки- 

нетический метод, когда из уравнений скорости и их параметров, 

определенных методами формальной кинетики, можно сделать вы- 

воды о механизме реакции. Другой метод является качественным, 

когда, исходя из положения метки в промежуточных и конечных 

продуктах, полученных в присутствии изотопно меченных субстра- 

тов, можно сделать вывод о природе фермент-субстратного ком- 

плекса, образующегося в реакции, и, исходя из этих данных, о 

механизме реакции. 

3.12.1. Количественный кинетический метод. Пусть реакция проте- 

кает с одним субстратом и одним промежуточным соединением: 

ky k-2 
E+APEX@E+B 

2 

Концентрация комплекса EX в равновесии является суммой KOH- 

центраций EX, и ЕХь — комплексов, полученных при взаимодейст- 

вии с А и В соответственно. Очевидно, что эти комплексы равно- 

ценны, и дальнейшие превращения ЕХ не зависят от пути его обра- 

зования. Все же различия становятся важными, если в реакционную 

смесь добавляют радиоактивно меченные А и В, делая таким обра- 

30M EX, или ЕХь радиоактивно меченным. 

Если в реакционную смесь добавить изотопно меченный Аи 

пренебречь незначительным количеством ЕХь, полученным из ра- 

диоактивного В, возникшего из радиоактивного А, то удельная ак- 

тивность EX равна отношению [ЕХ.|/[ЕХь], умноженному на 

удельную активность А. В равновесии скорость, с которой добав- 

ленный А превращается в В или добавленный В превращается в А 

(при пренебрежимо малых превращениях А -+ Ви B- A), равна 

20 -1
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К =К-2[ЕХ.] = К- [EX] (1028) 

откуда [ЕХ.]/[ЕХь] = k-1/k-2 (cp. (198)) (1029) 

Константа равновесия: 

К! = [E][A]/((EXa] + [ЕХь]) (1030) 

Максимальная скорость 

V = К-2[Е{ = K-2((E] + [EXa] + [EXp]) = 
= К-2[ЕХ.|(1 + К-2/К- 1)(1 + К!/[А]) (1031) 

Подстановка дает 

В = V/V + К-2/К- 1) (1 + Ki/{A]) (1032) 

Вводим обычные константы Михаэлиса и равновесия: 

КА = (К-1 + К-2)/К1, Кв = (K-1 + К-2)/ К (1033, 1034) 

[ВИА] = А!А-2/К-1А2, так что Ka[B]/Kp[A] = К-2/К- 1(1035, 1036) 

Подставляя (1036) в (1032), получаем 

В = V/(1 + Ka[B]/Kp[A])(1 + К!/[А]) (1037) 

Так как V, КА и Ав можно определить в независимых экспери- 

ментах, а [А] и [В] — известные величины, то определяя величину 

К при данном [А], можно вычислить Ki. Из известных соотноше- 

ний очевидно, что 

R/V; = [ЕХ.| ИЕ, R/V, = [ЕХИЕ]т (1038, 1039) 

(Гиг — индексы для обозначения прямой и обратной реакции COOT- 

ветственно.) 

Исходя из этого, зная K; и А, получаем два уравнения для опре- 

деления неизвестных [ЕХ.| и [EXp]. 

Если во время реакции образуются два бинарных комплекса, то 

имеем следующую схему: 

К Ка К-2 

~ Е+А= РА = ЕВ = E+ B 
Г kp k2 

Аналогичные рассмотрения и преобразования приводят к 

уравнению ` 

В = V[l + (K-2 + №)/ К.И (1 + (k-2k-1 + 

+ k_2Ka)/K-1kp][1 + К/К + K2/[B]]} (1040)
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Таким образом, измеряя скорость изотопного обмена в фазе ди- 

намического равновесия, можно отличить два механизма друг от 

друга. 

Этот метод удобно применять для определения механизма двух- 

субстратных реакций. Для неупорядоченного би-би-механизма по- 

сле добавления радиоактивного субстрата А к смеси и установления 

равновесия можно измерить наличие изотопной метки в продукте. 

Допустим, мы исследуем механизм 

К nfo kX ke [BI ky A k4lQ) ONG 
k 

BONG aa ki К-4[Р] De 
EB EQ 

Основываясь на рассмотрении, подробно описанном ранее, мож- 

но записать: 

[EA] = [БА]. + [EA]p (1041) 

[EAB] = [EAB], + [EAB] (1042) 

[EPQ] = [EPQ], + [ЕРОр (1043) 

[ЕР] = [ЕР] + [EP]p (1044) 

Скорость обмена (R) между А и Р в равновесии равна 

К = А [ЕРО]а + Ai (EP]a = K-s[EAB]p + К- ИЕА]р (1045) 
К = k[EAB], — К’[ЕРО]. = k’[EPQ]p — —A[EAB]p (1046) 

[Е]т = [Е] + [EA] + [ЕВ] + [EAB] + [EPQ] + [ЕР] + [EQ] (1047) 

Используя выражение для констант диссоциации комплексов, 

уравнение (1047) можно представить в виде 

[Е]т = [ЕРО]А + k’/k + К’К>/К[В] + К’К4/КА] + 

+ k’K,K2/k[A][B] + К? /[9] + К /[Р]) (1048) 

При условии состояния равновесия имеем 

a[EP]a/dt = 0 = К [ЕРО]. — (К’ + k£2[Q])[EPla (1049) 

и, таким образом, | 

[ЕР]. = А [EPQ]a/(Ai + К-2[О]) (1050)
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Подставляя (1050) в (1045), получаем 

[EPQ]a = А(А + К- 20] kz + Ка (AY + К- 20] (1051) 

Аналогично 

d[EA]p/dt = 0 = k-2[EAB]p — (k-1 + №[В][ЕА]› (1052) 
[EA]p = А-2[ЕАВ]р/(К-1 + К2[В]) (1053) 

Подставляя (1053) в (1046), получаем 

[EAB], = R(K-1 + А[В])/[К- 1-2 + (K-1 + Ю[ВК-4] 0054) 
[EPQ]p = (1 + А(К- 1 + Ю[В]/[К - К -2 + 

+ K_4(K-1 + Ю[В])} а/К”) (1055) 

Так как [EPQ] = [EPQ]a + [EPQ]p, подстановка (1051) и (1054) в 
(1048) дает 

R = [Е]+/ (1 + A(K-1 + Ю[В])/[К- 1К-2 + k-4(k-1 + №[В])] + 

+ К’ (ki + КОЛА + С + ko 2[QDI [C/O + K2/[B] + 
+ К4/[А] + K,K2/[A][B]) + (1/К’)(1 + Kz/[Q] + К4/[Р])] } (1056) 

Скорость обмена между Аи О 

К’ = [E}r/([] + k(K-3 + [А/К -зК-4 + К- 2(К-з + А4[А]] + 
+ К’ (ks + К-4[Р])/[АаК + КСК + К-4 РУ АИЮС + K2/[B] + 

+ K4/[A] + KiK2/[A][B]) + (1/К’)@ + Az/[Q] + K4/[P])]} — (1057) 

Для строго упорядоченных механизмов скорость обмена АР и 

В = О можно получить непосредственно из (1056) и (1057), если Аз, 

Ki, Код, Кд и Кд, К, К-зи К^з равны нулю. 

Эти уравнения дают возможность разделить различные меха- 

низмы с использованием приведенного метода Tak, как это сделано 

для простых односубстратных реакций. Очевидно, что не только 

уравнения, но и требуемые эксперименты будут сложнее двух суб- 

стратных реакций. 

Количественный анализ становится удивительно простым, если 

использовать изучение соотношения потоков. Если один из продук- 

тов двухсубстратной реакции добавляется к реакционной смеси в 

виде радиоактивного меченого соединения, то можно определить 

скорость, с которой метка переносится с продукта Р на субстрат 

А (поток от РкА, или короче F(P -> А)). Аналогично можно изме- 

рить скорость превращения изотопно меченного Р в субстрат В, т.е. 

поток OT РкВ (Р(Р -+ В)). Проанализируем влияние изменения кон- 

центрации субстрата на соотношение F(P -+ A)/F(P -+ В). Для стро-
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го упорядоченного механизма соотношение потоков не зависит от 

[А], но является линейной функцией [В]. В случае неупорядоченного 

механизма график зависимости соотношения потоков от концентра- 

ций любого субстрата имеет вид кривой с насыщением. 

Для определения механизма мультисубстратных реакций отно- 

сительно просто можно использовать качественный изотопный ме- 

TOA, т.е., используя меченный субстрат, промежуточное соединение 

или продукт, можно охарактеризовать природу получающихся в 

процессе реакции комплексов и получить информацию о механизме 

реакции. 

3.12.2. Качественный изотопный метод. Применение этого метода 

можно продемонстрировать на примере исследования механизма 

трехсубстратных ферментативных реакций. 

Глутамилцистеинсинтетаза (КФ 6.3.2.2) катализирует следую- 

щую реакцию: 

глутамат + цистеин + АТР = глутамилцистеин + ADP + Р; 

Было обнаружено, что параллельно основной реакции фермент 

катализирует также нижеперечисленные реакции а—г. 

а) Обменная реакция 

ADP* + ADP—P = ADP*—P + ADP 

Эта реакция доказывает, что фермент способен образовывать 

комплексы типа E—P, так как вышеприведенная реакция может 

протекать только бледующим образом: - 

ADP—P + Е = ADP + Е-Р, Е-Р + ADP” = Е + АОР"-Р 

Последняя реакция ингибируется глутаматом по следующему пути: 

E—P + глутамат = Е—глутамат + Р 

и таким образом комплекс E—P, реагирующий с ADP, распадается. 

6) Обмен фосфата только в присутствии глутамата 

ADP—P + Р* = ADP—P* + Р 

В этом случае необходимо рассмотреть такую последовательность 

реакций: 

ADP—P + Е = ADP + Е-Р 

E—P + глутамат = Е—глутамат + P 

Е—глутамат + P” = Е-Р”* + глутамат 

E—P* + ADP = Е + ADP—P"
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Реакция ингибируется цистеином по следующему пути: 

Е—глутамат + цистеин = Е + глутамилцистеин 

и, таким образом, комплекс Е—глутамат распадается до взаимо- 

действия с фосфатом. 

в) Обмен цистеина по реакции 

глутамилцистеин + цистеин* = глутамил(цистеин”) + цистеин 

Это доказывает существование следующих процессов: 

глутамилцистеин + Е = Е-глутамат + цистеин 

Е—глутамат + цистеин” = Е + глутамил(цистеин”) 

Эта реакция ингибируется фосфатом, так как он разрушает ком- 

плекс Е—глутамат: 

Е—глутамат + Р = Е-Р + глутамат 

г) Обмен глутамата только в присутствии фосфата. 

глутамилцистеин + глутамат” = (глутамил”)цистеин + глутамат 

Это указывает на наличие следующих реакций: 

Е + глутамилцистеин = Е—глутамат + цистеин 

Е—глутамат + Р = E—P + глутамат 

E—P + rnyramat* = Е—глутамат” + Р 

Е—глутамат” + цистеин = Е + (глутамил”)цистеин 

Эта серия реакций ингибируется ADP: 

E—P + ADP = Е + ADP—P 

разрушая таким образом эффективный комплекс E—P. 

Эти реакции доказывают, что фермент способен образовывать 

комплекс фермент-фосфат, используя концевой фосфат от АТР 

или неорганический фосфат, но последний не включается, если 

только фермент не связывается с глутаматом. Фермент-фосфатный 

комплекс реагирует с глутаматом, приводя к образованию комплек- 

са фермент—глутамат, и только этот комплекс обладает активнос- 

тью в присутствии цистеина. Имея в руках эти данные, можно с 

определенностью указать точный механизм действия глутамилцис- 

теинсинтетазы: 

ADP—P + Е = ADP + Е-Р 

E—P + глутамат = Е—глутамат + Р 

Е—глутамат + цистеин = Е + глутамилцистеин
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Очевидно, что этот метод может быть применен, только если 

индивидуальные компоненты легко выделить из равновесной реак- 

ционной смеси и проанализировать по радиоактивности. В послед- 

нем случае метод дает ценное средство для выяснения механизмов 

сложных мультисубстратных реакций. 

3.13. Методы графов для получения уравнения скорости 

а) Метод Кинга и Альтмана. Много различных уравнений ско- 

рости, описывающих двух- и мультисубстратные реакции, было по- 

лучен0о Ha основании стационарного приближения при 

использовании длинного и сложного способа одновременного реше- 

ния уравнений, описывающих элементарные стадии. Решение сис- 

тем уравнений с помощью определителей было введено в 

ферментативную кинетику Кингом и Альтманом, что значительно 

упростило численные расчеты. Тем не менее достигаемое упроще- 

ние относительно, так как, например, для случая двухсубстратной 

реакции, подчиняющейся общему механизму и условию стационар- 

ности, для получения уравнения скорости реакции в обоих направ- 

лениях необходимо решить восемь определителей восьмого по- 

рядка. 

Чтобы упростить эту сложную картину, Кинг и Альтман ис- 

пользовали метод графов для получения определителей и вывели 

правила графического решения, что значительно упростило метод 

с технической точки зрения. В результате можно вычислить уравне- 

ние скорости (в обоих направлениях) для реакции с таким сложным 

механизмом. Метод можно также использовать для трех- и четы- 

рехсубстратных реакций. 

В качестве примера приведен относительно простой механизм, 

который является двухсубстратным неупорядоченным только в на- 

правлении слева направо (см. схему реакции), но односубстратным 

в противоположном направлении: 
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Для получения уравнения скорости следует нанести на схему 

константы скорости, а также стрелки, представляющие произведе- 

ние константы скорости и концентрации соответствующего суб- 

страта, согласно определенным правилам. Для определения 

числителя в уравнении скорости эти правила таковы: 

1. Из каждого ферментного комплекса и свободного фермента 

должна начинаться одна и только одна стрелка. 

2. Стрелки не должны образовывать замкнутого кольца. 

3. Для любой комбинации стрелок одна стадия должна проте- 

кать только в одном направлении. В противоположном направле- 

нии она может участвовать только в другой комбинации стрелок. 

Таким образом для п однонаправленных стадий следует построить 

все комбинации (п — 1) стрелок. 

По этим правилам можно получить 8 различных комбинаций 

стрелок, причем первые 4 соответствуют реакции в направлении 

слева направо, а вторые 4 — справа налево: 

и <. ra _- < 
, N\A \ \ \ — 

КА АВ} Ay ky hyheIAN(B]® КАКА yo ky ke A) [BI 

№ \ = oN 
и ND <х- \ — 

КА ЗАААСЬ А] (PI K _ok3k_gk_s [BI IP] k_y kok g hug [PI K yk ok 3k_5 [PI 

Множители в уравнении скорости, относящиеся к субстратам 

или продуктам, сопровождаются положительными или отрицатель- 

ными знаками соответственно. 

Чтобы вычислить знаменатель, следует описать все нецикличе- 

ские комбинации стрелок, которые содержат на одну стрелку мень- 

ше, чем в числителе. Правила для вычисления такие же, как и для 

числителя, но кроме того есть дополнительное правило: 

4. Всегда имеется только один тип ферментного комплекса (или 

сам свободный фермент), из которого стрелки не начинаются, и в 

случае п однонаправленных стадий следует составить комбинации 

из (п — 2) стрелок. 

Придерживаясь этих правил, можно получить 32 комбинации 

стрелок: по 8 оканчивающихся на Е, EB, EA и EAB. 

Комбинации стрелок, оканчивающихся на Е:
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КК ЗАМ ААВ АА ААА 
—— —_ 

od > — —- = — 
кк КАЛИ — АКК КЮ 

Комбинации стрелок, оканчивающиеся на EA: 

AN 

А: 4_4k, [al АКА АВ! АКК М АКА. 1A 

— NN <«_ a _ NN «_ 
2 at А) kk, [A] A_4k,K_ [А] [Р] АК [AI КАЗАК 5 [Р] 

Комбинации стрелок, оканчивающиеся на ЕВ: 

< A eX 

hy А.К 4 (Al [В] ААА 4 ИВ] КА Ад |B) K_,kok_3 [В] 

—. 

и ha вр: А ААВ №4 [в)2 
КА 4-5 (PI 37-45 -1 2/5 23/5 

Комбинации стрелок, оканчивающиеся Ha EAB: 

\ _- У NP GON 
KyAAg (Al TB) ААА”  АЗААДАИЫ A, LAI EB) 

КА, А 5 ГА] [Р] *4,4_ [А] (BI [Р] К X_54_. (PI ККЗ [В] IPI
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Таблица ХХУП. Величины констант в уравнении скорости 

Константа Константы скорости 

Ci КК-2КзК5 + k- 1К2К4К5 

C2 ky k3kaks 

Cy kok3kaks 

C4 К-1К-2К-з3К-5 + К-1К-2К-4К-5 

С5 К КАК $ 

C6 К-2КзК-4К-$ 

C7 К-1К-2К-з3 + К-1К-2К-4 + k- :k-2ks 

Cg КК-2К-з3 + kik-2k-4 + КК-2К5 + k-~1K-3kg + К-1А4К5 

C9 К-1К2К-з + К-1К2К-4 + К- 1А2К5 + К- 2КзК-4 + k-2k3ks 

Cio КК-2Кз + К-1К2К4 + kiksk-—~4 + К2К-зК4 + КзКаК5 

Ci ki k-3ka + К kaks 

С12 К2КзК-4 + АК2КзК5 

C13 ki k3kg 

C14 А2КзКа 

С15 К-1К-2К-5 + К-1К-4К-5 + К-2К-зК-5 

C16 К-1К4К-5 + K-3kak-5 

C17 К-2КзК-5 + k3k-ak-5 

C18 КзКаК-5 

Уравнение, описывающее скорость всей реакции, имеет вид: 

и = (c:[A][B] + с›[А]?[В] + c3[A][B]* — с4[Р] — 
— cs[A][P] — с ВПР]) х [Е]т/(с7 + cg[A] + 

+ ©<[В] + cio[A][B] + с[А]? + ci2[B]? + 

+ аз[А]?[В] + ci4[A][B]* + cis[P] + 

+ Ci6[A][P] + ci7[B][P] + cis[A][B][P]) (1058) 

Константы суммированы в табл. XXVIII. 

Из этого общего уравнения можно получить уравнение началь- 

ной скорости реакции в направлении слева направо или обратной, 

приравнивая члены, содержащие Р или А, В соответственно, нулю. 

В последнем случае, так как это обычная односубстратная реакция, 

получается уравнение, соответствующее уравнению Бриггса-—Хол- 

дейна, где 

V=c4[Ejt/cis и Km = ¢7/c15
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При рассмотрении уравнения, описывающего начальную ско- 

рость реакции в направлении слева направо (по схеме), становится 

ясно, что оно содержит квадратичные члены, поэтому, как уже от- 

мечалось несколько раз, двухсубстратная неупорядоченная реакция 

в стационарном состоянии не приводит к линеаризуемому уравне- 

нию типа Михаэли.:а—Ментен. 

Если аналогично для другой двухсубстратной реакции надо про- 

верить зависимость скорости реакции от концентрации субстратов, 

то необходимо поддерживать концентрацию одного из субстратов 

постоянной и определять кривую насыщения для другого субстра- 

та. Возникает, однако, проблема, что соотношение, полученное та- 

ким путем, будет совершенно отличаться от соотношения, харак- 

теризующего упорядоченный механизм или приближение быстрого 

равновесия. Если, например, В поддерживать постоянным, то на- 

чальную скорость реакции в направлении слева направо можно за- 

писать следующим образом: 

vor = (a[A] + b[A]’)/(d + е[А] + ДАР) (1059) 
rye 

a = (с [В] + @[B]*)[Elr, В = c[B][E]r 
Я = cy + co[B] + с12[В]?, е = св + Cro[B] + с14[В] 2 

J = си + C13[B] 

Форма зависимости начальной скорости от [А] определяется со- 

отношениями констант в уравнении. Можно получить четыре типа 

кривых; ни один из них не является гиперболическим, причем два 

характерны для активации избытком субстрата, а два других име- 

ют вид ингибирования избытком субстрата, и это также свидетель- 

ствует о том, что ингибирование и активация субстратом присущи 

двухсубстратной реакции со строго упорядоченным механизмом, 

подчиняющейся стационарной кинетике. 

Во всех случаях обязательно Ба > 0 и аа > 0, так как в против- 

ном случае некоторые из констант скорости должны быть отрица- 

тельными, что не имеет смысла с физико-химической точки зрения. 

Поэтому вышеприведенная формула в таких случаях не может 

быть интерпретирована даже математически. 

Рис. 75,а показывает зависимости при be>af и ае > bd, 

рис. 75,6 — при be > af u bd > ae, рис. 75, в — при af > Ве uae > bd 

и рис. 75,e — при af > be и Ва > ae. 

6) Дальнейшее упрощение рассмотренного графического метода 

предгожено Волькенитейном и Гольдитейном.
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Запишем схему реакции: 

которую можно графически представить просто кк <. 

Для решения уравнения следует графически решить четыре опре- 
делителя, применяя следующие правила. 

00+ 00+ 

(B,] [В] 

[A] | [А] 

[В+] 

[Al [A] 

Рис. 75. Кривые насыщения для неупорядоченной би-би-реакции при постоянной KOH- 

центрации В.
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Для всех определителей следует выбрать одну точку, в которой 

кончается каждая стрелка. Пусть это будет D; для EA, D2 для EAB, 

D; для Еи Ds, для ЕВ. Выберем вспомогательную точку, находящу- 

юся в наибольшем отдалении от точки окончания стрелок. Из этой 

точки начертим прерывистые линии так, чтобы они прошли все 

возможные пути до выбранной точки. Каждый из определителей 

будет иметь столько членов, сколько имеется путей. Отметим неза- 

нятые пути сплошными стрелками, направленными в точки начала 

и окончания и по крайней мере парами исходящими из идентичных 

точек. 

к 
и ` 

D, = и + и ` + 
\ / Log 
NZ \ 

`. an 

= 4 >> 7 Ds 9+ < 
/ ` 

aN ‘\ 1 
7 ‘ 

Ds = Kk + % + 

`, д Ра 

a д 

A 
| 

in 
_ 

У 

Я 
y 

Решение будет следующим: умножить константу скорости, обо- 

значенную прерывистой линией (или произведение константы ско- 

рости и концентрации субстрата), на другую прерывистую стрелку, 

а результат вновь умножить на сумму сплошных стрелок. Получат- 

ся следующие численные значения для четырех определителей: 

D, = К- 2 [А](К-з + Ks + К-4) + 

+ Е зА4[А](КЦА] + АВ] + КАКА]? (1060) 

Г» = ЮВ] А4[А](К-1 + Аз[В]) + КА] Аз[В](К-2 + ka[A]) (1060 

Ds; = К-1К- з(4[А] + К-2) + К-2К-4(Ёз[В] + К-1) + 
+ ks(k3[B] + К- 1) (А4[А] + К-2) (1062) 

Ds = К-4Ёз[В](К А] + k2[B]) + 
+ К_ ЮВ] (К-з + ks + К-4) + koksks[B]? (1063)
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Уравнение, описывающее начальную скорость двухсубстратной 

реакции в направлении слева направо, имеет вид 

vo = k3De[E]r/(D1 + D2 + В + Da) (1064) 

Подставляя определители (1060)—(1063) в (1064) и выделяя члены, 

относящиеся к одному субстрату, получаем формулу 

vo = (ci[A][B] + с[А]?[В] + cs[A][B]*)[E]x/(c7 + 
+ св[А] + co[B] + со[АПВ] + ciu:[A]? + 

+ C2[B]* + сз[А]?[В] + ci4[A][B]7) (1065) 

где с; — константы, вычисленные при решении уравнения Kunra— 

Альтмана и представленные в табл. ХХУП. 

Все вышеприведенные методы можно использовать для опреде- 

ления уравнений скорости так называемых циклических реакций, 

т.е. реакций, механизм которых может быть записан в виде зам- 

кнутого цикла. 

в) Однако метод графов используют не только для циклических 

реакций. Для нециклических реакций правила применения метода 

графов следующие: 

1. Числитель представляет собой произведение константы ско- 

рости образования продукта, общей концентрации фермента и всех 

констант скорости (или произведений скорости и концентрации ве- 

щества), представленных стрелками, заканчивающимися на фер- 

мент-субстратном комплексе, дающем конечный продукт. 

2. Знаменатель является суммой произведений всех констант ско- 

рости, представленных стрелками, которые кончаются на свобод- 

ном ферменте или на каком-либо фермент-субстратном комплексе. 

Параллельные стрелки (например, 2 ) обозначаются суммой соот- 

ветствующих констант скоростей. 

3. Число стрелок, которые необходимо использовать для вычис- 

ления числителя или знаменателя, определяется числом элементар- 

ных стадий в исследуемом механизме, за исключением стадии 

образования конечного продукта. (С этой точки зрения параллель- 

ные стрелки можно рассматривать как одну стрелку.) 

Применяя эти правила, графически легко получить уравнение, 

описывающее любой нециклический механизм. Например, реакция 

ky kp ks kg 
E + SF ES = EX = EP2@E+P 

в графическом представлении имеет следующий вид:
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ON 
жж 

Vo = k, IE y <, 
ann ИРУ 
Кир 

и, таким образом, 

vo = А4 [Е ]тА1 2 Аз [$] /(К-1К-зКа + 

+ К-2К-1АКа + Kk, k2k3[S] + ki k-2k-3[S] + 

+ kiK-2k4[S] + kikskg[S] + kik2kg[S] + 
+ К1А2К-з[3] + К-1К-2К-з + kok3k4) (1066) 

Из этого уравнения следует, что реакция подчиняется схеме Бригг- 

са—Холдейна и 

и = К4 [Е] тА2 Кз/ (К2Кз + k_2k_3 + К-2К4 + ЮА + К›Ка + k2k — 3) 

(1067) 
Км = [К - 1(К-зКа + К 2 + К-2К-з) + К КзК4]/К1(К2Кз + К->К-з+ 

+ К-2К + ЮВА + ЮК + Kok 3) (1068) 

3.14. ПРИЛОЖЕНИЕ 

3.14.1. Решение линейных дифференциальных уравнений первого 

порядка. Система уравнений (la) называется системой неоднород- 

ных линейных дифференциальных уравнений первого порядка с по- 

стоянными коэффициентами: 

dy/dx + ay + bz = fi(x) 

dz/dy + my + hz = Л(Х) 

где у = y(x) и Z = 2(X) — неизвестные, А(х) и Р(х) — известные 

функции и a, Ш, @ и > — константы. 

(1a)
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Если Л(х) = 0 u Л(х) = 0, имеем систему однородных дифферен- 

циальных уравнений первого порядка: 

ау/ах + аУ+ 7 =0 

dZ/dx+@mY+hZ=0 

Если постоянные коэффициенты систем уравнений (la) и (2a) 

одинаковы, систему (2а) называют системой однородных линейных 

дифференциальных уравнений, соответствующей однородной сис- 

теме (la). 

Ищем частное решение системы (2а). Частное решение пред- 

ставляет собой функцию, которая удовлетворяет дифференциально- 

му уравнению, но, либо вовсе не содержит параметров, либо 

содержит параметры, число которых по крайней мере на один 

меньше, чем порядок дифференциального уравнения. Частное реше- 

ние можно искать в следующем виде: 

У = се и И= ае* (За) 

(2а) 

с, 4и К такие, чтобы удовлетворить системе (2а). После подстанов- 

ки (За) и их производных 

У’ =cke™* и 1’ = dke™ (4а) 

в систему (2а) и затем после сокращения и перегруппировки по- 

лучаем 

(a + К)с + bd =0 

ас + (2 + Ка=0 (ба) 

(5a) — система линейных однородных дифференциальных урав- 

нений по отношению кси а. Она имеет решение, отличное от три- 

виального с = 4 = 0, только если К-зависимый определитель равен 

нулю, т. е. 

atk b 
т =0 (ба) 

a2 р +К 

Раскрыв определитель, получаем характеристическое уравнение 

К? + (а + Ь)К + (ab, — mb) =0 (Та) 

В этом частном примере характеристическое уравнение являет- 

ся квадратичным и, таким образом, имеет два корня (в разд. 2.9 

их обозначили ^). Корни характеристического уравнения называют- 

ся собственными значениями матрицы. 

а) Если оба корня действительны, подстановка в (5a) дает
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решения 

се**, 2) = die** 

сек», 2 = фе*х 

У! 
у, (8a) 

6) Если корни являются комплексными величинами, решение 

имеет вид 

у, — cet Ox 7 — dye@ + o)* 

у. = @e@-*, 7, = фе@-Ых (9a) 

в) Если корни равны, получаем 

У = ek'*(A; + Bix), Z = е ЖА) + Box) (10a) 

Общее решение дается линейной комбинацией частных 

решений: 

У = а ТУ! + а2 У2, 1 = В1 1 + 86242 (11а) 

Общее решение системы однородных дифференциальных уравне- 

ний представляет собой линейную комбинацию частного решения 

системы однородных дифференциальных уравнений и общего реше- 

ния соответствующей системы однородных дифференциальных 

уравнений. 

3.14.2. Метод наименьших квадратов. Функциональная связь между 

измеряемыми параметрами может быть известна, или можно при- 

нять приблизительную функциональную связь между ними. Пусть 

эта функция имеет вид 

у = f(x, 4) (12а) 

где уи х — измеряемые параметры, a A — вектор, состоящий из 

параметров а@1, @, ..., Qn, которые необходимо определить. Если 

хиу — функционально связанные величины, то величины опреде- 

ляемых параметров подбираются так, чтобы наилучшим образом 

удовлетворялось соотношение 

я = Хх, @) (13a) 

для любых i= 1, 2, ..., п. 
Условие наилучшего соответствия следующее: 

т 

O(a) = У! [и - Кх, @)] я = min (14а) 
i=1 

и т > п. те. число измерений (т) должно превышать число пара- 

|
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метров (п), 55 — весовой множитель (обычно дисперсия величины 

Ji). | 
Рассмотрим простой пример серии измерений: 

Предположим, что функция может быть аппроксимирована прямой 

линией, т.е. у = ах + 6. 

В первую очередь вычисляем коэффициент корреляции 

г = [(1/N) xy — xy]/oxg (15а) 
где N — число nap х — У; ох и oy — стандартные отклонения хи у. 

x y ху x У 

| 5 5 | 25 
2 8 16 4 64 
3 9 27 9 81 
4 10 40 16 100 

У 10 32 88 30 270 

х = 10/4 = 2,5, у= 32/4 =8, ху=20, (1/N) У ху = 88/4 = 22 

Значения дисперсий равны 

д? = (1/N) >) x? — x? = 30/4 - 2,5? = 1,25, а, = 1,12 
oy = (1/N) Dy? — у? = 270/4 — 64 = 3,5, ву = 1,87 

г = (22 — 20)/1,12.1,87 = 0,957 

Используя найденный коэффициент корреляции, получаем урав- 

нение регрессии для у относительно X: 

y — y = (в/в) (х — xX) 
у — 8 = 0,957(1,87/1,12) (x — 2,5) 

и, таким образом: 

(16a) 

y=1,6x+4 

Стандартное отклонение оценки (estimate) определяется выра- 

жением 

оу М1 — г? (17а) 

и составляет 1,87V(1 — 0.9572) = 0,54.
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Метод наименьших квадратов может быть аналогично исполь- 

зован для любой другой функции. Для более сложного случая нели- 

нейных функций или наличия болышого числа экспериментальных 

точек предпочтительнее использовать метод компьютерной 

итерации. 

3.14.3. Определение начальной скорости ферментативной реакции. 

Точность определения начальной скорости имеет решающее влия- 

ние на точность всех вычислений, использующих этот параметр. 

Чем лучше (по накоплению продукта или расходу субстрата) вы- 

бран временной интервал, при котором а[Е$]/4Е = 0, тем точнее бу- 

дет оценка начальной скорости. Однако в некоторых случаях выбор 

указанного временного интервала связан с большими трудностями. 

Чем быстрее реакция, тем затруднительнее непосредственное изме- 

рение истинной начальной скорости. Это особенно существенно при 

регистрации «кривых насыщения» для субстратов при низких кон- 

центрациях последнего (см. разд. 3.2.1.1 и рис. 36). 

Относительно точное определение начальной скорости обеспечи- 

вается интерполяционным методом Грегори—Ньютона. Концент- 

рацию образующегося продукта у; в момент времени fj следует 

определить в возможно более широком интервале времени. Из co- 

ответствующих пар значений конструируется следующая система: 

t y Ay A*y A’y A*y 
fo- № 

Дуо = У: — Yo 

hy У A? yo = Ду, — AYo 

Ду = 2 — У A? yo = Ду — A’ yo 
[2 У? A*y, = Ду» — Ау! A* yp = A*y, — A* yo 

Ay2=Y3—y2 A> y, = A*y2 — Ay 
ty Ys A*y2= Дуз - Ду» 

ДУз = У4 — Уз 

4 У4 

Проводя измерения через равные промежутки времени й — fo = 

=h-t =... = —m-1 = Al, получаем 

(Ayo/At)t + [A7yo/2'(At)7]t(t — th) + 

+ [AP yo/3(AtyP]e(t —a)(t—-h) +... 

... + [A*yo/ni(Ay)"Jt(t — th)(t -— t)...(f -— t-1) (18a) 

У 

Производная (18а) при ¢ = 0 дает следующее выражение для на-
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чальной скорости реакции: 
/ 

vo = Ayo/At — [A*yo/2'(At)*]t + 
+ [Ab yo/3 (At Jit — [A*y/4( Ad) ]h bts (19a) 

Для неравных промежутков времени 

vo = Y(t, fo) — 60, И, to) + ВБУВ,Ь, h, to) - 

— hhbtsy(ts, bs, ba, ti, to) (20a) 

где 

Уи, to) = (А) - yo) I — fo) 

Vb, th) = У) — Уи) - th) 

V(b, п, fo) = (У, th) — yh, bo) (hb — 0) 

УВ, Ь, и) = (yb, bh) — УЬ, hI - th) 
УВ, 2, t,t) = [УВ,Ь, Ц) -— yh, hh, 0)]/(8 - 0) 

При необходимости точных измерений, без сомнения, следует 

использовать рассмотренный метод. 

3.14.3. Метод складного ножа. Для определения истинных значений 

Км и Vmax, связанных с начальной скоростью, может также быть 

использован полный диапазон измерений. Все экспериментальные 

данные (пл измерений) подгоняются к уравнению скорости так, что- 

бы получить приближенную величину № для каждого параметра 

(т.е. b&™ vw 60" для Км и Vmax соответственно). Данные разделя- 
ются на г подгрупп, каждая состоящая из A измерений; таким обра- 

30M п = gh. 

Пренебрегая /-H подгруппой экспериментальных данных, осталь- 

ные подгоняют к уравнению скорости так, чтобы получить новое 

приближение Б_; (отдельно для каждого индивидуального парамет- 

ра). Натуральные логарифмы b-; следует перевести в псевдозначе- 

ния 5b; следующим образом: | 

Ind; = gino - (g — J)Inb_; (21a) 

т.е. В; выбирается. так, чтобы значение bo представляло собой reo- 

метрическое среднее между В; и b-;. 

Приближение «складного ножа» (jack-knife) Бо представляет со- 

бой геометрическое среднее значение р; (т.е. арифметическое среднее 

значений шр}).
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3.14.5. Дельта-функция Дирака. Дельта-функция Дирака — 6(t) — 

импульсная функция: 

b F(t) — если a<t<_b, включая нуль 
ГРб(ра = (7) < y 

О — во всех других случаях 

где F(t) — произвольная функция. 

3.4.6. Теорема Маклорена (или Стирлинга). За несколькими исклю- 

чениями, любая функция с одной переменной может быть представ- 

лена в виде степенного ряда: 

f(x) = FO) + (х/1!) Г" (0) + (х2/2!) Г" (0) + ... (22а) 

где f(0), f’(0), Г” (0) и т.д. — значения f(x), f’ (x) и Л” (x) при x = 0 

и число штрихов обозначает первую, вторую и т.д. производные 

по отношению к X. ` 

3.14.7. Теорема Тейлора. Теорему Маклорена нельзя применить, ес- 

ли f(0) = +o. В этом случае выбираем функцию, которая является 

алгебраической суммой двух переменных: у = f(x + A). Тогда 

f(x +h) = Кх)  (A/IN f(x) + (17/2) fF" (x) =... (23a) 
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197—198 

— ингибирование избытком субст- 

рата 222 

— конкурентное ингибирование 185— 

186 

— неконкурентное ингибирование 

193—194 

— смешанное ингибирование 201—202 

соотношение 146 

Ленгмюра изотерма 85 

Ле Шателье принцип 15 

Либератор 30, 234—235 

Лиганд 

графический анализ 148—151 
защитное действие 154—157 

связывание 145—160 

Лоуэ метод изоболограммы 231 

Льюиса теория столкновений 77 

Ляпунова функция 107 

Мак-Порена теорема 175, 325 

Макроскопическая константа 157—159 

Максимальная скорость 131—158 

рН-зависимость 240, 241—244 

Малатдегидрогеназа 287 

Мармассе график 223 

Математическая вероятность 19 

Медиана 134 

Мертвое время 167 

Микрокалориметры 22—24 

сканирующие 23—24 

Микроскопическая константа 157—159 

Минимальное производство энтропии, 

принцип /Григожина 26 

Михаэлиса 

константы 116—119, 131—158 

рН-зависимость 243—244 

рН-функция 239—240 

Михаэлиса — Ментен 

кинетика 114—116 

уравнение 85, 114—115 

— графический анализ 124, 132—135, 

137 

— линеаризация 131—137 

— интегральное 124 

Множитель 

вероятностный 78 

предэкспоненциальный 73, 78 

стерический 78 

электростатический 255 

Модель 

последовательная 272 

ферментативной регуляции 273 

Молекулярная модель ферментативной 

кинетики 170—171 

Молекулярность 30 

Моно механизм регуляции 266—267, 

269—270, 272, 282 

Моно — Уаймена — Шанжё модель 268, 

272—274 

Мономер 267 

Мультисубстратные реакции 286—305 

Наименьших квадратов метод 133, 137, 

321—323 

Насыщения кривая 131—132, 137 

неупорядоченной би-би реакции 316 

сигмоидная 272 

Начальная скорость 113, 323—324 

Неконкурентное ингибирование 192— 

196, 209 

графический анализ 194, 196 

избытком субстрата 221 

интегральное уравнение 196 

кажущееся 196—197 

полностью 193—194 

продуктом 225 

— сопряженных реакции 226—227
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Немети см. Кошланда — Немети — 

Фильмера модель 

Неравновесная термодинамика 24—26 

Нернста 

теорема тепловая 21 

уравнение 109 

Необратимый процесс 12, 18—19 

Неупорядоченный 

би-би механизм 288 

— быстрое равновесие 289 

би-би реакции, кривые насыщения 

316 

Нулевой 

закон термодинамики 15 
порядок реакции 26—27 

Нуссельта критерий 254 

Обратной связи регуляция 261—267 

Ограниченный протеолиз, регуляция 266 

Одного оборота метод 164—165 

Ожидание математическое 169 

Озава см. Яги — Озава метод 

Олигомеры 

Онзагера 

линейный закон 24 

обратное соотношение 26 

Ориентации эффект 89 
Открытая система 13 

последовательные реакции 53 

стационарное состояние 55 

термодинамика 24—26 

Ошибка 42, 94 

относительная 43 

— константы скорости 43 

предполагаемая суммарная 42 

распределение (закон Гаусса) 41 

Параметр 

определение 139 

состояния 14 

Парди 190, 261 см. также Герхарда — 

Парди теория индуцированного не- 

соответствия 

Пассивный транспорт 244—247 

Пеллера — Альберти координаты рН- 

зависимости кинетических парамет- 

ров 242 

Первого порядка реакции 31, 34—35, 

43—45 

графический анализ 34, 35, 44 
мономеолкулярные необратимые 33— 

36 

— обратимые 43—45 

параллельные 55—57 

последовательные 31—55 

«Переброс» 55 

Переносчик 244 

Переходный комплекс 81 

кинетически несущественный 285 

Переходный контроль 260 

Переходное время 174 

Переходное состояние 125 

Пинг-понг 

би-би механизм 293 

реакции 291 

Планка 

постоянная 23 

соотношение 22 

Полулогарифмический график реакции 

первого порядка 34 

Полупревращения время, период 36, 38, 

40, 42 

ферментативной реакции 141 

Полупроводниковый катализ 86—89 

Поляни см. Гёеруфельда — Поляни тео- 

рия столкновений 

Полярности константа 94 

Порядок реакции 33—48, 101—103 

второй 36—40 

графический анализ 46—47 

«истиный» 46 

необратимых реакций 33—43 

нулевой 40—41 

п-ный 41 

обратимых реакций 43—45 

первый 33—36, 43—54 

половинный 40—41 

полуторный 40—41 

. по отношению ко времени 47 

— — к концентрации 46 

псевдопервый 36 

Последовательная регуляция 265 

Предстационарная фаза 125, 161—163 

Пригожина принцип 26 

Продуктом ингибирование 224—227 

бесконкурентное 226 

в последовательных сопряженных ре- 

акциях 226—227 

двухсубстратной ферментативной ре- 

акции 293 

интегральное уравнение 225 

конкурентное 225 
— графический анализ 225
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неконкурентное 225—226 

смешанного типа 226 

трехсубстратной ферментативной ре- 

акции 299 ° 

Протеолизом ограниченным регуляции 

266 

Протеолитические ферменты, протеазы 

122—123, 163—164 

Протомер 267 

Проферментные формы 60 

Прямой график 133 

Работа 15 

Равновесие 19 | 

константа 446, 45, 70, 74 

— температурная зависимость 69—77 

Радикалы 87—88 

Рацемаза 285 

Распределение 

коэффициент 253 
— электростатический 255 

Реакционная способность соединения, 

влияние заместителей 93—95 

Реакция 

автокаталитическая 59—60 

бимолекулярная 36—40 

второго порядка необратимая 36—41 

— — обратимая 45 

дробного порядка 40 

каталитическая 81—90 

механизм 30 

мономолекулярная 33—36 

на границе раздела 83 

необратимая 33—45 

п-молекулярная обратимая 45 

п-ого порядка 41, 45—48 

обратимая 18, 43—45 

односубстратная 132—173, 284 

параллельная 56—59 

— первого порядка 56—57 

первого порядка мономеолкулярная 

— — — необратимая 33—36 

— — — обратимая 43—45 

половинного порядка 40—41 

полулогарифмический график 34 

полуторного порядка 40 

последовательная 285 

— первого порядка 48—55 

псевдопервого порядка 36 

скорость 29 

— абсолютная 77—79 

a 

смешанной стехиометрии 285 

стадии 30 

теплота 23 

упорядоченная 285 

ферментативная параллельная 182 

химическая 28 

— в водном растворе 90—93: 

— гетерогенная 28 

— гомогенная 28 

— колебательная 107—110 

— Параллельная 55—59 

Регрессия 

уравнение 322 

нелинейная 137—138 

Регуляция метаболических процессов 

257—286 

активацией 264 

ковалентным связыванием 265 

ограниченным протеолизом 266 

Редокс-потенциал 109 

Резонансная константа 94 

Релаксация 

метод 61—69, 166, 169 

— графический анализ 63, 64, 67, 68 

время 61, 62, 65—67 

— определение 66 

Рецептор 149—151, 166—168 

связывание 166 

— скорость 166 

бивалентный 150 

Саболчи 272 см. также Штрауба — Са- 

болчи теория флуктуационного со- 

ответствия 

«Самоубийцы»-ферменты 217—219 

Свободная энергия 

Гиббса 20 

Гельмгольца 20 

молярная 20 

Свободная энтальпия 

активации 73 

Гиббса 20—23 

стандартная 20—23, 74, 76—77 

Свободный радикал 87 

Связывания центр 184, 192 

Сегрегации метод 47 

Сигмоидная кривая 49, 136 

Сила контроля 259 

Симметричная модель 268—270 

Синтетаза 285
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Система 

закрытая 13 

гетерогенная 14 

гомогенная 14 

идентифицированных компартментов 

106 

изолированная 13 

открытая 13 

термодинамическая 13 

Системы со взаимными истощением, 

псевдонеобратимые ингибиторы 

209—212 

Сканирующий микрокалориметр 23 

Скорости константа 31, 43, 67, 160— 

168 

зависимость от диэлектрической кон- 

станты 91 

— — ионной силы 93 

— — pH 97 

— — температуры 69—81 

инактивации 155 

микроскопическая 158 

необратимых реакций 33—43 

обратимых реакций 45 

определение 160—168 

— графический анализ 161—162 

— методом релаксации 61—69, 165— 

166 

диссоциации микроскопическая 158 

Скорость 

диффузии 83 

изменения энергии 17 

лимитирующая стадия 52 

уравнение, стохастическое решение 

168—170 

Скэтчарда уравнение 147 

график 148, 283 

Слетера метод 160 

Смешанного типа ингибирование 201— 

203, 207—208, 226 

графическое представление 202 

интегральное уравнение 203 

продуктом 226 

Согласованная модель 272 
Сопряженные ферментативные реакции 

последовательные 172—182 

Стабильное состояние 107 

Стандартное отклонение 322 

Статистическая интерпретация энтро- 

пии Больцмана 22 

Статистическая механика равновесная 

79—81 

Статистическая формулировка второго 

закона 19 

Статистическое механическое определе- 

ние нулевого закона 15 

Стационарное состояние 13, 54 

в открытых системах 55 

приближение 118 

ферментативная кинетика 117—119 

Стерические помехи 192, 252 

Стехиометрическое уравнение 30 

матрица 258 

число 145—160 

Стехиометрия 30 

реакции 284 

Стирлинга теорема 325 

Стокелла 

график 148 

соотношение 147 

Столкновение 

кинетика 77—78 

число 78 

Стохастическое решение уравнения ско- 

рости 168—170 

Субстрат 
влияние концентрации на кинетику 

119—121 | 

ингибирование избытком 219—224 

— — интегральное уравнение 220 

— — Лайнуивера`— Берка график 222 

— — Мармассе график 223 

нестабильный 142—143 

кажущаяся активация избытком 131, 

315 

кажущееся ингибирование избытком 

130, 315 

связывание 129—131 

низкие концентрации 141—142 

Субъединица 267 

взаимодействия 284 

Сумма состояний 79 

Сниларда исследование регуляции по 

механизму обратной связи 260 

Тамари см. Де Мигуэл Марино — Tama- 

ри метод 

Таутомераза 284 

Тафта соотношение 94 

Тейлора теорема 140, 325
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Температура 13, 15 

графический анализ 71, 74 

зависимость ферментативной реакции 

235—237 
— — — константы равновесия 70—77 

— — — константы скорости 69—77 

Teopena см. Йонетани — Тгорелла гра- 
фик | 

Теорелла — Чанса механизм 288 

Теория индуцированного 

соответствия 190 
несоответствия 190, 272 

Теплота 15 

атомная 16 

Гиббса 16 

изменение 17 

молярная 16, 23 

Нернста теорема 21 

переноса 14, 17 

реакции 22 

средняя удельная 16 

фактор переноса 254 

Термодинамика 13—26 

второй закон 18—21 

необратимая 24—26 

неравновесная 24—26 

нулевой закон 21—22 

первый закон 15—18 

третий закон 21—22 

Термодинамическая сила 24 

Термодинамическая функция характери- 

стическая 21 

Термодинамическая шкала 13 

Термодинамический потенциал 20—21 

Термодинамический процесс 14 

Тиле модуль 245 

Транслоказа 244 

Трансмиссионный коэффициент 80 

Транспорта кинетика 244—251 

'Треониндезаминаза 266 

Трехстадийный двухпродуктный Mexa- 

низм 163 

Трехсубстратная реакция 285, 295—305 

графический анализ 297—302 

ингибирование продуктом 302—303 

метод альтернативного субстрата 

295—305 

Т-скачок 61, 168 

Уаймен см. Моно — Чаймена — Шанжё 

модель 

Упорядоченные реакции 285 

Уэбба график 

бесконкурентного ингибирования 198 

ингибирования смешанного типа 202 

конкурентного ингибирования 194 

неконкурентного ингибирования 194 

Фактор 

колебательный 84 
регуляторный 259 

стерический 83 

теплопереноса 254 

Фарадея число 109 

Фейси — Эндрени метод 139 

Феноменологическое соотношение 25 

Фермент 26 

аллостерический 266—284 

графический анализ 276 

каскады 266 
катализ 82, 89—90 

кооперативный 274—284 

модели регуляции 273 

молекулярно-кинетическая модель 

170—171 

протеолитические (см. протеазы) 60 

реакции, классификация 284—286 

— ингибирование продуктом 226—227 

— Параллельные 182 

— сопряженные 172—182 

регуляторные 266—284 

-субстратный комплекс 114—116 

эффективность 143—144 

Ферми уровень 89 

Физический катализ 82 

Фика 

второй закон 83—84, 244 

первый закон 245 

Фильмер см. Кошланда — Немети — 

Фильмера модель 

Флип-флоп механизм 282 

Флорини — Вестлинга метод 289, 290 

Флуктуационного соответствия теория 

191 

Фостера — Ниманна 

метод 225—226 

график 124, 226 

Фосфатаза 285 

Фосфоглицеральдегиддегидрогеназа 262 

Фосфорилаза 285 

Фридена гистерезисная теория фермен- 

тативного катализа 282
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Фридена — Фромма метод альтернатив- 

ного субстрата 292 

Фридриха метод добавки фермента 181 

Фройндлиха изотерма 85 

Фумараза 

Хантера — Даунса график 

для бесконкурентного ингибирования 

198 

— конкурентного ингибирования 

186—188 

— неконкурентного ингибирования 

193—195 

— смешанного ингибирования 201— 

202 

Характеристическое уравнение 54, 320 

Хейнса 

график 132—133 

— для бесконкурентного ингибирова- 

ния 198 

— — конкурентного ингибирования 

186, 188 

— — неконкурентного ингибирования 

193—195 

— — смешанного ингибирования 

201—202 

уравнение 132 

Хемосорбция 86—88 

Хилла 

график 276, 279 

коэффициент 131, 275—277, 283 

линеаризация 279 

уравнение 85, 129, 208, 275, 279 

Химические реакции 

параллельные 55—59 

— графический анализ 58 

— первого порядка 55—57 

последовательные 48—55, 64—65 

— в открытых системах 53 

— графический анализ 49 

— первого порядка 48 

— серии 50 

Химический потенциал 20 

Холдейн 118, 132 

уравнение кинетическое 128, 287—288 

— термодинамическое 128, 287—288 

соотношение 128—129 

Хорды метод 140—141 

Центральный комплекс 286 

Частотная константа 69 

Четвертичная структура 268 

Шанжё см. Моно — Уаймена — Шанжеё 

модель 

Шомоги см. Дамьяновича — Шомоги 

метод 

Штрауба — Саболчи теория флуктуаци- 

онного соответствия 191 

Штраус см. Зоны и Штраусу и Гольо- 

штейну 

Эдера уравнение 158, 273, 279 

Эйгена метод релаксации 61, 165—166 

Эйзенталя график 133 

Эйзенталя — Корниш-Боудена метод 

135 

Эйринга — Поляни теория абсолютных 

скоростей 79 

Экзотермические процессы 16 

Экстенсивные свойства 14 

Электрон 

акцептор 84 

донор 84 

Электронно-парамагнитный резонанс 87 

Элластичности коэффициент 260 

Эндотермические процессы 16 

Эндрени см. Фейси — Эндерени метод 

Энергия 

активации 73 

свободная Гёльмгольца 20 

свободная Гиббса 20 

стандартное изменение 70 

тепловая 10 

туннелирования 171 

Энтальпия 16, 18 

активации 72 

изменение 24 

ингибирование 237 

свободная 73 —_— 

Энтропия 18 

активации 72—73 

изменение 24 

ингибирование 237 

нормальная 21 

принцип Лригожина 26 

статистическая интерпретация 22 

Эстераза 163 

Эффективности фактор 253 

Эффект напряжения ориентации и сбли- 

жения 96 

Эффектор 

ингибирующий гетеротропный 271 

сила 260 

Яги — Озава метод 231
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