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Предисловие 
 
Многие тысячи взаимосвязанных химических превращений веществ 

протекают одновременно в каждой клетке организма, однако в клетках 
нет того колоссального беспорядка, который мог бы возникнуть при 
взаимодействии большого количества разнообразных субстратов. 

Ряд факторов обуславливает строгий порядок направленности, со-
гласованности и скорости биохимических реакций в клетках организма. 
Наиважнейшим из них является организация биохимических процессов 
– пространственная разобщенность биохимических реакций в различ-
ных клеточных структурах (компартментах): ядре, митохондриях, лизо-
сомах, цитозоле, рибосомах и др. Ферменты – важнейшие компоненты 
этих клеточных структур – теснейшим образом связаны с разнообраз-
ными процессами жизнедеятельности. Практически все биохимические 
реакции катализируются ферментами, организованных в обособленные 
ферментные ансамбли, расположенные в мембранных структурах кле-
ток. Через ферментативный аппарат, регуляцию его активности проис-
ходит и регуляция скорости метаболических реакций, и их 
направленности. Многие болезни (врожденные нарушения обмена ве-
ществ) определяются генетически обусловленными нарушениями в син-
тезе ферментов. 

Действие многих лекарственных веществ, ядов, токсинов обуслов-
лено их активирующим или ингибирующим действием на ферментатив-
ную активность. 

При повреждении клеток некоторые ферменты попадают в плазму 
крови. Определение активности ферментов используется в современной 
медицине для диагностики заболеваний и контроля за результатом лече-
ния. Многие ферменты применяются в терапии ряда заболеваний. Энзи-
модиагностика, энзимотерапия, энзиматический контроль лечения 
используются в современной медицине. 
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ  

И ПАТОЛОГИИ 
 
Тема: Ферменты: строение, свойства, механизм действия 
 
Целевые задачи: 
1. Что такое ферменты? Их отличие от неорганических катализато-
ров. 
2. Строение ферментов: 

а) простые и сложные; 
б) кофакторы, простатические группы, коферменты, косубстраты. 

3. Активный центр фермента: 
а) функциональные группы активного центра ферментов; 
б) факторы, влияющие на образование активного центра – кон-

тактного и каталитического участков; 
в) аллостерический (регуляторный) центр фермента. 

4. Механизм действия фермента: 
а) образование фермент-субстратного комплекса. Гипотеза «ин-

дуцированного» или «вынужденного» соответствия Д. Кошланда; 
б) энергетический барьер реакции, энергия активации; 
в) механизмы расщепления ацетилхолина холинэстеразой и пеп-

тидов карбоксипептидазой А. 
 

Ферментативный катализ как механизм биологической регуляции 
 

Тайна жизни и многообразие ее проявлений заключается в непре-
рывных химических превращениях веществ, входящих в состав живой 
материи. Сложная совокупность химических реакций, которые исполь-
зуются живыми организмами для осуществления многих тысяч взаимо-
связанных химических превращений веществ в клетке, управляется, 
направляется и ускоряется высокоспециализированными биомолекула-
ми белковой природы – ферментами. 

Ферменты – белки–катализаторы, образующиеся в клетке, обеспе-
чивают осуществление таких важнейших процессов жизнедеятельности, 
как реализация наследственной информации, образование и использова-
ние энергии макроэргов, синтез и распад биомолекул – компонентов 
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клеточных и внеклекточных структур, взаимопревращение простых 
биомолекул и многие другие химические превращения веществ. 

Химические реакции вне клетки сами по себе протекают медленно, 
так как очень немногие молекулы реагирующих веществ при температу-
ре окружающей среды обладают тем минимумом кинетической энергии, 
достаточным для их взаимодействия. 

Возможность протекания химических реакций определяется разни-
цей между свободной энергией молекул исходных веществ и продуктов 
реакции. Если свободная энергия у исходных веществ выше, чем у про-
дуктов реакции (т.е. ∆G отрицательна), то возможно самопроизвольное 
течение реакции (реакция экзергоническая). Обратное соотношение в 
показателях свободной энергии говорит об энергетической невозможно-
сти реакции (реакция эндергоническая). Но достаточно ввести в эту сис-
тему дополнительное количество энергии (например, повышение 
температуры среды), как большое число молекул исходных веществ 
приобретает тот минимум энергии, который необходим образованию 
комплекса, способного преодолеть энергетический барьер реакции. 

Дополнительное количество энергии, которое необходимо сообщить 
молекулам вещества, чтобы они, преодолев энергетический барьер, 
вступали в реакцию, называется свободной энергией активации. Чем 
выше энергетический барьер реакции, тем выше энергия активации и 
тем медленнее протекает реакция. 

Катализатор не влияет на изменение свободной энергии молекул ис-
ходных веществ и продуктов реакции, он снижает высоту энергетиче-
ского барьера реакции, т.е. понижает энергию активации, что 
увеличивает долю реакционно-способных молекул и, следовательно, 
скорость реакции. Катализатор, вступая в реакцию с субстратом, по за-
вершении реакции регенерирует, т.е. возвращается в свою исходную 
форму. Благодаря этому биокатализатор может вновь и вновь участво-
вать в реакции, что обеспечивает высокую активность ферментов при 
очень низких концентрациях. Энергия образования фермент-
субстратного комплекса ниже, чем энергия образования промежуточных 
активированных продуктов в некатализируемой реакции, а поэтому 
большее число молекул может вступать в реакцию при данной темпера-
туре. 

Биологический катализ, осуществляемый ферментами-
биокатализаторами клеточного генеза, подчиняется тем же общим зако-
нам катализа, что и не ферментативный катализ. Однако ферментатив-
ный катализ отличается от других форм катализа, во-первых, более 
высокой эффективностью в снижении энергии активации (т.е. в преодо-
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лении энергетического барьера), во-вторых, ферменты обладают уни-
кальной способностью ускорять освобождение энергии органических 
соединений, а также синтез и использование химической энергии мак-
роэргических соединений в реакциях катализа. В то же время ускорение 
химических реакций – лишь одна сторона катализа, другая – связана с 
регуляцией метаболических процессов. Эта регуляция возможна благо-
даря тому, что ферменты, обладая высокой субстратной специфично-
стью, образуют с другими белками мембран клеток сопряженные 
полифункциональные системы. Так, находясь в мембранных структурах 
пограничных компартментов в комплексе с пермеазами (белками – пе-
реносчиками), ферменты-изомеразы катализируют изомерные превра-
щения молекул метаболитов. Трансмембранный перенос изомеров 
молекул субстрата в соответствующий компартмент клетки позволяет 
изменить направленность и скорость биохимических процессов. В этом 
и заключается один из секретов способности ферментов осуществлять 
тонкую регуляцию процессов, протекающих в клетке. 
 

Общие и специфические свойства ферментов 
 

Ферменты и небиологические катализаторы имеют ряд общих при-
знаков: 

1. Ферменты не могут возбудить реакции, противоречащие законам 
термодинамики, они катализируют только энергетически возможные. 

2. Ферменты не расходуются в процессе катализа, выходят из реак-
ции в первоначальном регенерированном состоянии. Они работают в 
клетке до тех пор, пока по каким-либо причинам не разрушаются. 

3. Ферменты не смещают равновесие обратимой реакции, а лишь 
ускоряют ее наступление. 

От небиологических катализаторов ферменты отличаются рядом 
специфических свойств, что связано с особенностями строения, отра-
жающими их белковую природу. 

1. Ферменты – катализаторы белковой природы, обладают высокой 
каталитической активностью благодаря «индуцированному» формиро-
ванию активного центра ферментов в процессе многоточечного контакта 
фермента и субстрата. Скорость каталитической реакции при участии 
ферментов на несколько порядков выше, чем при участии химических 
катализаторов. 

2. Ферменты обладают не только способностью улавливать очень 
малые различия в структуре субстрата, но и высокой специфичностью, 
избирательностью действия на субстраты, что позволяет не только уве-
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личивать скорость химических реакций, но и направлять обмен веществ 
в строгое русло, тогда как небиологические катализаторы (платина, пал-
ладий и другие) используются в качестве катализаторов при самых раз-
нообразных реакциях. 

3. Ферменты являются катализаторами с регулируемой активно-
стью. Это уникальное свойство ферментов позволяет изменять скорость 
реакций превращения веществ в организме в зависимости от условий 
среды (температура, рН среды, концентрации молекул субстрата и про-
дуктов реакции, действия специфических активаторов и ингибиторов, 
осмотического давления, участия воды во многих реакциях, протекания 
реакций в водной среде). 

4. Скорость ферментативной реакции прямо пропорциональна  
количеству молекул фермента, что строго контролируется как  
на генетическом уровне путем регуляции синтеза, так и посредством 
действия внутриклеточных протеиназ, расщепляющих молекулы фер-
мента. 

 
Строение ферментов 

 

По своей химической природе ферменты – белки, и им присущи все 
особенности структурной организации и физико-химические свойства 
белков. 

Являясь глобулярными белками, ферменты имеют следующие уров-
ни молекулярной организации: первичную, вторичную, третичную, а 
для большинства природных ферментов присуща четвертичная структу-
ра. Молекула фермента четвертичной структуры состоит из нескольких 
протомеров (субъединиц). 

В зависимости от химического состава ферменты делятся на про-
стые (протеины) и сложные (протеиды). 

Простые ферменты при гидролизе распадаются исключительно на 
аминокислоты. Большинство природных ферментов относятся к классу 
сложных белков, содержащих помимо полипептидных цепей (апофер-
мента) небелковый компонент (кофактор). 

Кофакторы – это различные термостабильные соединения – порфи-
риновые циклы, витамины, нуклеотиды, пигменты геминовой природы, 
а также ионы металлов. Кофакторы в молекулах сложных ферментов 
различаются по прочности связи с полипептидной цепью. Соединение 
белковой части с небелковой может осуществляться за счет ионных и 
водородных связей, гидрофобных взаимодействий, реже – с помощью 
ковалентных связей. 
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При низкой константе диссоциации сложного фермента все поли-
пептидные цепи оказываются связанными со своими кофакторами и не 
разделяются при выделении и очистке. Такой сложный фермент называ-
ется холоферментом (холоэнзим), а кофактор – простетической группой, 
которая рассматривается как интегральная часть молекулы фермента. В 
молекулах ряда ферментов химические связи между полипептидными 
цепями и коферментами могут быть относительно слабыми (водород-
ные, электростатические и гидрофобные взаимодействия), что ведет к 
полной диссоциации молекул сложного фермента. Свободный белковый 
компонент теряет ферментативную активность, пока извне не будет до-
бавлен недостающий кофактор. Низкомолекулярные небелковые орга-
нические факторы, легко отделяющиеся от апофермента по окончании 
каталитической реакции или присоединяющиеся к нему в ходе реакции, 
называются коферментами. Однако разницу между простетической 
группой и коферментом нельзя абсолютизировать, поскольку в одних 
случаях, например у оксидазы Д-аминокислот, кофактор ФАД может 
быть легко отделен от белковой части путем диализа. Тот же кофактор 
ФАД прочно связан ковалентно с ферментом тканевого дыхания (сук-
цинат-дегидрогеназа), выполняя функции простетической группы. 

Функциями коферментов и простетических групп являются: 
1) участие в катализе, 
2) осуществление контакта между ферментом и субстратом, 
3) стабилизация апофермента. 
Апофермент, в свою очередь, усиливает каталитическую активность 

небелковой части и, кроме того, определяет специфичность действия 
ферментов, поскольку одна и та же по химизму небелковая часть может 
функционировать в составе различных ферментов. Например, НАД+ яв-
ляется коферментом многих дегидрогеназ-ЛДГ (лактатдегидрогеназы), 
МДГ (малатдегидрогеназы) и др. Ферменты отличаются апоферментной 
белковой частью молекулы, а в некоторых случаях имеет место наличие 
изомеров коферментов. 

Известен ряд коферментов, которые активно включаются в химиче-
ские реакции, выполняя функции промежуточных переносчиков элек-
тронов, атомов водорода, различных функциональных групп: аминных, 
ацетильных, карбоксильных и др. 

В подобных случаях кофермент рассматривается в качестве второго 
субстрата, или косубстрата: S-аделозилметионин, ацетил-S-КоА, пири-
доксаминфосфат, витамин С, НАДФН2, глутатион и др. 
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Активный центр фермента 
 

1. Активный центр – это небольшая часть молекулы фермента. 
Ферментативный катализ осуществляется в процессе контакта меж-

ду ферментом и субстратом. Образованию или расщеплению химиче-
ских связей каким-либо ферментом предшествует формирование 
фермент-субстратного комплекса. При этом субстрат присоединяется к 
специфическому участку на ферменте. В большинстве ферментативных 
реакций участвуют субстраты, молекулы которых достаточно малы по 
сравнению с молекулами самих ферментов. Поэтому, естественно, обра-
зование фермент-субстратного комплекса обеспечивается комплимен-
тарным взаимодействием ограниченного числа аминокислот 
полипептидной цепи фермента с определенными группами атомов суб-
страта. 

Та небольшая часть молекулы фермента, обеспечивающая связыва-
ние и превращение субстрата, называется активным центром. Он обра-
зуется определенными боковыми радикалами аминокислотных остатков 
полипептидной цепи, обеспечивающими непосредственное взаимодей-
ствие фермента с молекулой субстрата и прямое участие в реакции ката-
лиза. К таким функциональным группам относятся: 

1. ОН-группы серина и треонина. 
2. SH-группы цистеина и дисульфидные цистина. 
3. СООН-группы дикарбоновых кислот и концевая карбоксильная 

группа полипептидной цепи. 
4. NH2-группа лизина и концевая аминогруппа полипептидной  

цепи. 
5. Имидозольные группы гистидина. 
6. Гуанидиновые группы аргинина. 
7. Индольные группы триптофана. 
8. S-СН3 (тиоэфирные) группы метионина. 
9. Фенольные группы тирозина. 
10. Гидрофобные цепи алифатических аминокислот и ароматиче-

ское кольцо фенилаланина. 
У сложных ферментов в состав активного центра входят также не-

белковые группировки (кофакторы). 
Число активных центров в олигомерных (имеющих четвертичную 

структуру) ферментах может быть равно числу субъединиц – по одному 
центру на протомер. Иногда две субъединицы фермента участвуют в 
образовании одного функционально-способного активного центра. 
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2. Активный центр – сложная трехмерная структура. 
Функционально-активный центр условно подразделен на связы-

вающую (контактную) зону, где функциональные группировки, образо-
ванные радикалами аминокислот, образующих активный центр, 
обеспечивают связывание субстрата в контактном участке и катали-
тическую зону, принимающую непосредственное участие в химической 
реакции превращения субстрата. 

Активный центр, расположенный в углублении на поверхности мо-
лекулы фермента, образуется из 12–14 аминокислотных остатков, нахо-
дящихся в различных местах полипептидной цепи фермента, но которые 
в процессе пространственной укладки сближаются и образуют зоны ак-
тивного центра, имеющие сложные трехмерные структуры. 

Щелевидная форма активного центра создает микроокружение, куда 
нет доступа воде, за исключением тех случаев, когда вода является од-
ним из реагирующих веществ. 

Микросреда активного центра, в котором отдельные полярные ос-
татки приобретают особые свойства, существенно важные для катализа, 
отличается от остального окружения фермента более низкой диэлектри-
ческой проницаемостью, приближающейся к таковой для некоторых 
органических растворителей. Среда с пониженной диэлектрической 
проницаемостью является более благоприятной по сравнению с водной 
для протекания реакций с переносом заряда, которые характерны для 
работы большого числа ферментов. Помимо этого, микросреда активно-
го центра характеризуется повышенной микровязкостью, что ограничи-
вает свободу вращательного движения группировок активного центра. 

Аминокислотные остатки полипептидной цепи, не входящие непо-
средственно в состав активного центра фермента, обеспечивают пра-
вильную пространственную ориентацию аминокислот активного центра 
и влияют на реакционную способность его групп, тем самым способст-
вуют катализу, фиксируя группировки каталитической зоны в активном 
состоянии. Активный центр сложных (двухкомпонентных) ферментов 
формируется путем присоединения небелкового кофактора к апофер-
менту в процессе последующего взаимодействия с субстратом. 

3. Активный центр формируется в ходе специфического связы-
вания субстрата ферментом и образования фермент-субстратного 
комплекса. 

Согласно гипотезе «ключ к замку» Э.Фишера (1890) фермент суще-
ствует в относительно жесткой конформации и субстрат входит в актив-
ный центр, только если он соответствует ему по форме. С помощью этой 
гипотезы объяснимо представление о стериоспецифичности катализа, 
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ибо ясно, что жесткость шаблона «ключ-замок» должна обусловить про-
странственное затруднение для молекул, отличающихся по своей струк-
туре от нормального субстрата данного фермента. Однако данные 
многочисленных исследований показывают, что активные центры мно-
гих ферментов не являются жесткой структурой, их форма модифициру-
ется при связывании субстрата. В этих ферментах форма активного 
центра становится комплементарной форме субстрата в процессе дина-
мического индуцированного соответствия только после связывания с 
молекулой субстрата (теория индуцированного соответствия К. Кош-
ланда 1963). 

Эта теория основывается на трех постулатах: 
1) Присоединение субстрата к активному центру вызывает значи-

тельные изменения в геометрии белка-фермента. 
2) Для действия фермента необходима точная ориентация каталити-

ческих групп. 
3) Субстрат индуцирует эту требуемую ориентацию, изменяя гео-

метрию белка. 
Согласно модели индуцированного соответствия Кошланда актив-

ный центр фермента формируется в процессе взаимодействия субстрата 
с аминокислотными остатками и другими группами фермента, которые 
принимают пространственную ориентацию, необходимую для связыва-
ния субстрата и катализа.  

  
 

Рис. 1. Взаимодействие субстрата с ферментом согласно  
модели индуцированного соответствия. 

 
В отсутствие субстрата каталитические и субстратсвязывающие 

группы находятся друг от друга, на расстоянии, в несколько раз превы-
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шающем длину связи. Субстрат путем образования специфических свя-
зей (гидрофобных, ионных, водородных и др.), т.е. установления элек-
тронного или химического соответствия с субстратсвязывающими 
группами фермента, индуцирует в нем конфармационные изменения, в 
результате которых соответствующие группы занимают положения, не-
обходимые для образования фермент-субстратного комплекса и ката- 
лиза. 

 
Аллостерический (регуляторный) центр фермента 

 
Ферменты не только ускоряют реакции, в которых участвуют орга-

нические соединения, но с их помощью осуществляется так же регуля-
ция биохимических процессов в клетке. 

Активность многих ферментов может быть усилена или подавлена 
под действием некоторых низкомолекулярных веществ – эффекторов, 
обычно представляющих собой промежуточные продукты метаболиче-
ских процессов, в которых участвуют эти ферменты, а также гормонами, 
ионами металлов или кофакторами регулируемого фермента. Однако 
действие этих низкомолекулярных веществ на ферментативную актив-
ность не является конкурентным с молекулой субстрата за связывание с 
активным центром, что подтверждается экспериментальными данными 
(Герхард и Шахман) о наличии в молекулах многих ферментов, про-
странственно разделенных с активным центром одного или более цен-
тров регуляции активности ферментов, названных аллостерическими 
(термин «аллостерия» от греч. «аллос» – иной. Мано, Шанже и Жакоб, 
1963 г.). Они построены, как правило, из двух или более субъединиц, 
различающихся наличием каталитического либо регуляторного центра. 

Присоединение низкомолекулярного эффектора, или модулятора 
(аллостерического активатора или ингибитора) к аллостерическому цен-
тру изменяет третичную (часто и четвертичную) структуру молекулы 
фермента и собственно конфигурацию активного центра, и каталитиче-
скую активность фермента. 

 
Распределение ферментов в клетках организма. 

Полиферментные системы 
 

Каждая клетка организма имеет свой специфический набор фермен-
тов. Многие из них присутствуют практически во всех клетках. Это 
ферменты, которые участвуют в энергетическом обеспечении клетки 
(ферменты гликолиза – ЦТК, тканевого дыхания), в синтезе нуклеино-
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вых кислот и белков, организации клеточных мембран, органелл. Клет-
ки, выполняющие специализированные функции, различаются по фер-
ментному составу. Так, гепатоциты содержат ферменты орнитинового 
цикла мочевинообразования, клетки пучковой зоны коры надпочечни-
ков – ферменты синтеза глюкокортикоидов, клетки клубочковой зоны – 
ферменты синтеза минералокортикоидов, клетки сетчатой зоны – фер-
менты синтеза андрогенов. Некоторые ферменты обнаруживаются толь-
ко в одном-двух органах (органоспецифические ферменты): так, 
урокиназа есть только в печени, гистидаза – в печени и коже, кислая 
фосфотаза – преимущественно в предстательной железе. 

Кардинальное значение имеет пространственное расположение и 
клеточная компартментация ферментов. Как правило, ферменты содер-
жатся и действуют в строго определенных органеллах клетки. 
Внутриклеточная локализация ферментов непосредственно связана с той 
функцией, которую выполняет данная органелла, компартмент. Напри-
мер, ферменты гликолиза содержатся в цитоплазме, ферменты цикла 
трикарбоновых кислот (ЦТК), окислительного декарбоксилирования 
пирувата, β-окисления жирных кислот – в матриксе митохондрий. 

Работа каждого фермента в компартменте не индивидуальна, а тес-
но связана с другими ферментами, участвующими в данном биохимиче-
ском процессе. Из отдельных ферментов формируются полиферментные 
системы, локализованные в определенных органеллах и осуществляю-
щие определенный метаболический цикл, причем в полиферментной 
системе продукт реакции первого фермента служит субстратом для сле-
дующего и т.д. 

Такая ассоциация отдельных ферментов в единый недиссоциирую-
щий комплекс имеет определенный биологический смысл и ряд пре-
имуществ. В частности, при этом резко сокращаются расстояния, при 
которых молекулы промежуточных продуктов реакции не должны пе-
ремещаться от фермента к ферменту, как это имеет место при действии 
изолированных ферментов. 

Ряд таких мультиферментных комплексов, структурно связанных с 
какой-либо органеллой или биомембраной, составляет высокоорганизо-
ванные системы, обеспечивающие жизненно важные функции. Напри-
мер, цикл трикарбоновых кислот → ферменты дыхательной цепи и 
окислительного фосфорилирования. 
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Множественные молекулярные формы ферментов. Изоферменты 
 

В клетках организма содержатся множественные молекулярные 
формы ферментов, отличающиеся по структуре и ряду физико-
химических свойств, но выполняющие идентичную каталитическую 
функцию. Так, известно большое число ферментов, представленных в 
организме несколькими молекулярными формами. Среди множествен-
ных молекулярных форм ферментов (ММФФ) есть как генетически де-
терминированные, их принято называть изоферментами или изозимами 
(отличаются друг от друга по первичной структуре), так и формы, воз-
никающие в результате эпигенетических изменений (на пострансляци-
онном уровне). 

Изоферменты – это молекулярные формы ферментов, возникающие 
вследствие генетических различий в первичной структуре белка. Следу-
ет подчеркнуть, что изоферменты, обладая почти одинаковой фермента-
тивной активностью, различаются некоторыми физико-химическими 
свойствами, молекулярной массой, электрофоретической подвижно-
стью, отношением к активаторам и ингибиторам. 

Приведем в качестве примера изоферментов лактатдегидрогеназу и 
креатинфосфокиназу. Лактатдегидрогеназа представляет собой тетра-
мер, в котором имеется разное сочетание протомеров двух типов – Н и 
М. Возможны пять комбинаций этих протомеров в тетрамерной молеку-
ле: Н4(ЛДГ1), Н3М(ЛДГ5), Н2М2(ЛДГ3), НМ3(ЛДГ4), М5(ЛДГ5). 

Для клеток каждой ткани характерен свой изоферментный спектр. 
Например, в сердечной мышце преобладает изоформа Н4(ЛДГ1), а в ске-
летных мышцах и печени – Н4(ЛДГ5). 

Известны три изоформы креатинфосфокиназы. Молекула креа-
тинфосфокиназы построена из двух субъединиц, протомеров В и М. 
Креатинфосфокиназа I(ВВ) содержит две В-субъединицы и преоблада-
ет в нервной ткани, креатинфосфокиназа II(ВМ) – содержит В и М 
субъединицы и преобладает в кардиомиоцитах, в скелетных мышцах 
содержится креатинфосфокиназа III(ММ), которая состоит из двух М 
субъединиц. 

Наличие множественных молекулярных форм ферментов в клетках 
организма одного биологического вида имеет определенное биологиче-
ское значение. Изоферменты играют регуляторную роль в обмене ве-
ществ и позволяют метаболизму в разных тканях лучше 
приспосабливаться к действию внутренних и внешних факторов. Со-
держание отдельных изоферментов в разных клетках тканей и даже в 
отдельных органеллах клеток неодинаково, это позволяет направлять 
биохимические реакции в определенное русло. 
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Обладая разным сродством к субстратам и скоростью их превраще-
ния, изоферменты обеспечивают неодинаковую скорость протекания 
прямой и обратной реакций. Направление превращений определяет изо-
фермент, преобладающий в данном компартменте клетки. Сдвиги в со-
отношении числа молекулярных форм фермента, активности каждой из 
форм и ее стабильность являются одним из механизмов регуляции об-
менных процессов. Различные молекулярные формы ферментов играют 
важную роль в процессе дифференцировки и развития клеток. 
 
Специфичность ферментов как проявление конформационной  

и электростатической комплементарности  
между молекулами субстрата и фермента 

 
Индивидуальные особенности строения активных центров различ-

ных ферментов обуславливают специфичность их действия. Высокая 
специфичность – наиболее характерная черта, отличающая ферменты от 
неорганических катализаторов, что обусловлено конформационной и 
электростатической комплементарностью уникальной структуры актив-
ного центра фермента структуре субстрата, молекула которого должна 
обладать двумя основными структурными особенностями. Во-первых, 
молекула субстрата должна содержать специфическую химическую 
связь, которую фермент мог бы атаковать, и, во-вторых, в ней должна 
присутствовать та или иная функциональная группа, которая способна 
связываться с ферментом и ориентировать молекулу субстрата в актив-
ном центре катализатора таким образом, чтобы атакуемая связь субстра-
та была правильно расположена по отношению к каталитической группе 
фермента. Вследствие этого данный фермент, обладая способностью 
улавливать очень малые различия в структуре субстрата, из множества 
веществ, имеющихся в компартменте клетки, присоединяет только свой 
субстрат и катализирует не любое из всех возможных химических пре-
вращений субстрата, а какое-либо одно. 

Различают абсолютную и групповую специфичность ферментов. 
1. Абсолютной субстратной специфичностью обладают такие 

ферменты, которые катализируют превращение только одного субстра-
та. Так, уреаза использует в качестве субстрата только мочевину и не 
действует даже на самые простые ее производные. 

2. Абсолютная групповая субстратная специфичность – фермен-
ты катализируют превращение определенных категорий соединений 
подобно алкогольдегидрогеназе, действующей только на спирты: 
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                                                 алкоголь – 
СН3СН2ОН + окисленный                       СН3СНО + восстановленный 
                      кофермент   дегидрогеназа                   кофермент 
 

Скорость ферментативной реакции зависит от природы всей моле-
кулы субстрата в целом. Алкоголь-дегидрогеназа катализирует превра-
щение не только этанола, но и другие более высокомолекулярные 
спирты с неразветвленной цепью (хотя и с разной эффективностью). 

3. Стериохимическая субстратная специфичность – фермент ка-
тализирует превращение только одного из возможных изомеров суб-
страта.Так, фумаратгидратаза катализирует превращение только 
фумаровой кислоты, но не ее стериоизомера – малеиновую кислоту. 
 
         СООН                             СООН                    СООН 
 ا                              ׀                                       ׀          
         СН            Н2О       ОН – СН                         СН 
 ׀׀                ;            ׀                                       ׀׀         
      НС                                   НСН                          СН 
 ׀                              ׀                                        ׀         
         СООН                             СООН                    СООН 
 
фумарат (транс-форма)        малат             малеат  (цис-форм) 
 

4. Относительная групповая субстратная специфичность – 
фермент действует на отдельные связи определенной группы субстра-
тов. Например, протеолитические ферменты – трипсин, пепсин – специ-
фичны по отношению к пептидным связям, образованным 
определенными аминокислотами в полипептидной цепи. 

5. Относительная субстратная специфичность – фермент ката-
лизирует превращение субстратов, принадлежащих к разным группам 
химических соединений. Например, фермент цитохром Р450 участвует в 
гидроксилировании разных соединений (около 7000 наименований). Это 
наименее специфичная ферментативная система, участвующая в пре-
вращениях природных веществ, лекарств, ядов и продуктов распада ве-
ществ в организме. 
 

Механизм действия ферментов 
 

Ферменты увеличивают скорость реакций, но не расходуются в ходе 
процесса и не претерпевают необратимых изменений; они не изменяют 
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состояние равновесия химической реакции, ускоряя в равной степени 
как прямую, так и обратную реакции. Фермент повышает скорость ре-
акции, понижая энергию активации, тот энергетический барьер, который 
отделяет одно состояние системы от другого. 

Благодаря образованию фермент-субстратного комплекса фермент 
снижает энергию активации, изменяет путь, по которому протекает ре-
акция, не влияя при этом на полное изменение свободной энергии, при-
чем вершина энергетического барьера соответствует переходному 
состоянию (рис. 2). 

 
Рис. 2. Энергетическая схема ферментативной  

и неферментативной химических реакций 
S – исходный субстрат;  
Р – продукт; 
∆ Еп.н.ф. – свободная энергия активации прямой неферментативной ре-
акции; 
∆ Ео.н.ф. – свободная энергия активации обратной неферментативной 
реакции; 
∆ Еф. – свободная энергия активации ферментативной реакции; 
∆ G – стандартное изменение свободной энергии. 

 
Большую роль в развитии представлений о механизме действия 

ферментов сыграли классические работы Михаэлиса и Ментен, согласно 
которым ферментативная реакция – это многоступенчатый процесс. При 
ферментативном катализе образованию продуктов реакции предшеству-
ет образование фермент-субстратного комплекса (E*S-комплекс), кото-
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рый через переходное состояние (E*S*-комплекс) преобразуется в ком-
плекс фермент-продукт (Е*Р*), после чего происходит высвобождение 
продуктов реакции (Р-продукт, E-фермент). В общем виде процесс фер-
ментативного катализа представлен уравнением: 

E + S            E*S            E*S*           E*P*          E  +  P 
На первой стадии устанавливается индуцированное комплементар-

ное соответствие между ферментом и субстратом. При этом вхождение 
субстрата в активный центр фермента вызывает конфармационные из-
менения в ферменте, причем функциональные группы в молекуле фер-
мента занимают оптимальное положение для протекания катали- 
тической реакции (Е*S – комплекс). 

На второй стадии образования фермент-субстратного комплекса в 
переходном состоянии (Е*S*- комплекс) происходит геометрическая и 
электронно-топографическая перестройка молекулы субстрата, вследст-
вие чего в молекуле субстрата индуцируется напряжение разрываемых 
или образуемых связей. 

На третьей стадии происходит освобождение продуктов реакции и 
регенерированного фермента. 

Среди изученных механизмов действия ферментов можно отметить 
следующие: 

1. Эффект сближения и ориентации. При образовании фермент-
субстратного комплекса молекулы фермента и субстрата не только 
сближаются, но и определенным образом ориентируются относительно 
друг друга, обеспечивая взаимодействие узнающих групп связывающей 
зоны фермента и узнаваемых групп субстрата. Связывание фермента и 
субстрата многоточечное, что обуславливает степень специфичности 
действия фермента. 

2. Эффект деформации и дестабилизации молекулы субстрата. 
В процессе взаимодействия фермента с субстратом индуцируется на-
пряжение разрываемых связей в субстрате, происходит геометрическая 
и электронно-топографическая перестройка молекулы субстрата, разры-
ваемые связи становятся менее стабильными, чем в свободном субстра-
те. Это обеспечивается разнообразием аминокислотных остатков 
белковой части фермента и групп кофакторов в активном центре. На 
превращающуюся химическую связь субстрата одновременно или в ре-
зультате ряда последовательных атак воздействует несколько групп 
фермента. В результате происходит поляризация превращающейся свя-
зи, а затем ее разрыв. 

3. Кислотно-основной катализ органических соединений может 
быть подразделен на три главных типа: специфический кислотно-
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основной, обобщенный кислотно-основной и катализ льюисовскими ки-
слотами и основаниями. 

Специфический кислотно-основной катализ, где каталитическая ак-
тивность ферментов определяется способностью к увеличению концен-
трации свободных ионов Н+(Н3О

+) или ОН в реакционной среде, в 
биохимических реакциях встречается редко. Значительно более сущест-
венную роль в реакциях, катализируемых большинством ферментов, 
играет обобщенный кислотно-основной катализ. Важное значение имеет 
тот факт, что молекулы ферментов содержат целый ряд функциональ-
ных групп (амино-, карбоксильные, сульфгидрильные, гидроксильные, 
имидозольные и др.), которые сами по себе способны функционировать 
в качестве обобщенных кислот и оснований. 

Согласно Бренстеду, обобщенные кислоты – это любые доноры 
протонов, а обощенные основания – акцепторы протонов. В реакциях 
обобщенного кислотно-основного катализа фермент определенной ста-
дии каталитического цикла сам выполняет роль акцептора или донора 
протонов. К реакциям кислотно-основного катализа относятся, в частно-
сти, реакции присоединения воды к карбонильным группам, реакции 
гидролиза эфиров карбоновых кислот и фосфорной кислоты, отщепле-
ние воды с образованием двойных связей, многие внутримолекулярные 
перегруппировки, всевозможные реакции замещения. 

В ферментативном катализе важную роль выполняют льюисовские 
кислоты или основания. Наличие электрофильной группы – акцептора 
электронной пары (кислота Льюиса) или нуклеофильной группы – доно-
ра электронной пары (основание Льюиса) в каталитическом участке 
фермента вызывает перераспределение электронной плотности на уча-
стке субстрата, атакуемого кислотно-основными группами, что облегча-
ет перестройку и разрыв связей в молекуле субстрата. 

Примерами электрофильных групп могут служить ионы металлов: 
Ζn²+, Fe²+, Cu²+, Mn²+, а также – NH3

+ группы белков. К нуклеофильным 
группам относятся имидозольная группа гистидина, гидроксильная 
группа серина, сульфгидрильная группа цистеина. 

Кислотно-основной катализ характерен для гидролаз, изомераз, лиаз. 
4. Ковалентный катализ характерен для ферментов, которые обра-

зуют неустойчивые ковалентные фермент-субстратные промежуточные 
соединения благодаря способности нуклеофильных групп фермента 
вступать в реакции нуклеофильного замещения. В ходе реакций нук-
леофильного замещения нуклеофильная группа фермента становится на 
место замещенной группы, ранее связанной с участвующим в реакции 
атомом углерода субстрата; при этом между ферментом и оставшейся 

 20 

частью молекулы субстрата возникает ковалентная связь, образовав-
шийся фермент-субстратный комплекс крайне неустойчив и легко рас-
падается на продукты реакции. 

Для большинства ферментов характерно сочетание описанных выше 
механизмов, что обеспечивает их высокую каталитическую активность. 

В качестве примера рассмотрим один из известных механизмов ка-
тализа полипептида карбоксипептидазой А (рис. 3). Протеолитический 
фермент поджелудочной железы карбоксипептидаза А гидролизирует 
все С-концевые пептидные связи в полипептидах, за исключением тех 
случаев, когда С-концевыми аминокислотами являются лизин или арги-
нин или же когда предпоследней аминокислотой является пролин. 

Молекула фермента, состоящая из одной полипептидной цепи, со-
держащей 307 аминокислотных остатков, имеет эллипсоидную форму 
размером 50х42х38 Ä. 

Ферментативная активность фермента обусловлена наличием в ак-
тивном центре остатка тирозина-248, аргинина-145, глутаминовой ки-
слоты-270, иона цинка, расположенного в углублении близко к 
поверхности молекулы фермента, причем он образует координационные 
связи с боковыми цепями двух гистидинов (69 и 196), боковой цепью 
глутамата-72 и молекулой воды. В активном центре фермента имеется 
«гидрофобный карман» – углубление, содержащее гидрофобные ради-
калы аминокислот. 

 
Рис. 3. Постулированный механизм каталитического действия карбоксипепти-

дазы А. 
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Процесс гидролиза пептидной связи двух концевых аминокислот 
можно представить в виде пяти последовательных этапов: 

1. Субстрат через боковые ароматические или алифатические ради-
калы С-концевой аминокислоты связывается в неполярном кармане 
фермента. 

2. Отрицательно заряженная концевая карбоксильная группа суб-
страта-полипептида вступает в электростатическое взаимодействие с 
положительно заряженной боковой цепью аргинина-145, что иницииру-
ет структурные изменения и перемещение тирозина-248 фермента к 
пептидной связи субстрата, которая должна гидролизироваться. 

3. Водород NH-группы пептидной связи соединяется водородной 
связью с ОН-группой тирозина-248. 

4. Карбонильный кислород той же пептидной связи вступает в коор-
динационную связь с ионом цинка, что поляризует С=О группу и делает 
карбонильный атом углерода более чувствительным к нуклеофильной 
атаке. Неполярное окружение иона цинка увеличивает его эффективный 
заряд и тем самым его способность индуцировать диполь. 

5. Глутамат-270 перехватывает молекулу воды от иона цинка и ак-
тивирует ее. Образующийся ОН- непосредственно атакует карбониль-
ный атом углерода расщепляемой пептидной связи. Поляризации 
карбонильной группы способствует также близость отрицательного за-
ряда глутамата-270. Одновременно тирозин-248 отдает протон на NH-
группу пептидной связи и в итоге пептидная связь гидролизуется. 

Таким образом, содержащийся в активном центре карбоксипептида-
зы А ион цинка и другие функциональные группы индуцируют перерас-
пределение электронов в молекуле субстрата, что снижает 
энергетический барьер пептидной связи, облегчая и ускоряя тем самым 
процесс гидролиза полипептида. 
 

Тема: Свойства ферментов.  
Кинетика ферментативных реакций.  
Регуляция  активности ферментов 

 
Целевые задачи:  
1. Основные свойства ферментов: 

а) термолабильность ферментов; 
б) влияние рН среды на активность ферментов; 
в) зависимость скорости ферментативной реакции от концентра-
ции фермента; 
г) зависимость скорости ферментативной реакции от времени; 
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д) влияние концентрации субстрата на скорость ферментативной 
реакции. 

2. Основы кинетики ферментативных реакций. 
3. Ферментативная активность и единицы активности фермента. 
4. Активаторы ферментов. 
5. Ингибиторы ферментов. 
6. Конкурентное ингибирование. 
7. Неконкурентное ингибирование. 
8. Тип ингибирования и кинетика ферментативной реакции. 
9. Регуляция активности ферментов. 
10. Энзимодиагностика. Применение ферментов в медицине. 

 
Основы кинетики ферментативных реакций 

 
Кинетика химических реакций – это учение о скорости реакций, их 

зависимость от различных факторов. 
Под ферментативной кинетикой понимают зависимость скорости 

реакции от химической природы реагирующих веществ (субстрата, 
фермента) и условий их взаимодействия (концентрации субстрата, тем-
пературы, рН среды, наличие активаторов или ингибиторов). 

Кинетика ферментов позволяет изучить закономерности влияния 
химической природы реагирующих веществ и условий их взаимодейст-
вия, понять природу молекулярных механизмов действия факторов, 
влияющих на скорость ферментативного катализа. 

Ферментативная активность зависит от следующих факторов: кон-
центрации молекул субстрата и фермента, температуры, рН, присутст-
вия ингибиторов, активаторов. 

1. Температура среды и ферментативная активность. 
Одним из характерных свойств ферментов является термолабиль-

ность или чувствительность ферментов к изменению температуры 
(рис. 4). Для всех ферментов существует некоторая определенная темпе-
ратура, при которой фермент обнаруживает наибольшую активность. 
Для большинства ферментов, выделенных из тканей и органов тепло-
кровных животных, наиболее оптимальной температурой является  
37–400С. Скорость ферментативной реакции повышается с ростом тем-
пературы: при повышении температуры на каждые 100С скорость уве-
личивается примерно вдвое (правило Вант-Гоффа). Коэффициент, 
указывающий во сколько раз повышается скорость реакции при повы-
шении температуры на 100С, называется температурным и обозначается 
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Q10. Для ферментативных реакций это правило справедливо лишь в об-
ласти низких температур до 500С, а в некоторых случаях до 600С. 

Термолабильность ферментов связана с их белковой природой. Не-
которые ферменты денатурируют уже при температуре около 400С, но 
большая их часть – инактивируется при температуре выше 40–500С. По-
вышение скорости ферментативной реакции при повышении температу-
ры объясняется увеличением кинетической энергии реагирующих 
молекул субстратов и ферментов. Но при дальнейшем повышении тем-
пературы кинетическая энергия молекулы фермента становится крити-
ческой, что приводит в молекуле к разрыву связей, стабилизирующих 
вторичную и третичную структуру фермента – происходит тепловая 
денатурация фермента, потеря им каталитической активности. 

 
V 

      
                                                                                              t0C 
             15              30                  45                 60 
 
Рис. 4. Зависимость скорости ферментативных реакций от температуры. 

 
При низких температурах ферментативная активность снижается с 

той же закономерностью: в два раза на каждые 100С понижения темпе-
ратуры. Отдельные ферменты денатурируют при температуре, близкой  
к 00С. 

Некоторые ферменты не подчиняются этим закономерностям. Так, 
например, аденилаткиназа, или миокиназа (фермент мышечной ткани) 
выдерживает кратковременное повышение температуры до 1000С без 
инактивации. В противоположенность к этому фермент каталаза не ут-
рачивает своей активности при температурах, приближающихся к 00С. 
Для ферментов микроорганизмов, адаптированных к обитанию в горя-
чих природных источниках, оптимальная температура может быть близ-
ка к точке кипения воды. 

Высокая термоустойчивость этих организмов объясняется тем, что 
многие белки и ферменты этих микроорганизмов являются гликопро-
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теидами, что и придает им термостабильность. Термоустойчивость мно-
гих сложных ферментов и белков обусловливается наличием в их струк-
туре небелковых компонентов (кофакторов) различной химической 
природы, в том числе и олигосахаридов. 

Повышение температуры организма (лихорадочное состояние при 
инфекциях) активирует ферментативные реакции, ускоряет биохимиче-
ские процессы в клетках, что ведет к усиленному распаду веществ и ис-
тощению резерва питательных веществ. При повышении температуры 
тела до 400С часть термолабильных ферментов денатурирует, что при-
водит к нарушению биохимических реакций, но термозависимость фер-
ментативных реакций позволяет использовать метод повышения 
температуры тела (пирогенный эффект некоторых веществ) в практике 
лечения некоторых форм злокачественных опухолей. Интересно, что 
снижение температуры организма приводит к изменению чувствитель-
ности клеточных рецепторов к гормонам, снижению активности фер-
ментов, замедлению скорости протекания химических реакций, 
снижению обмена веществ и в итоге к снижению активности клеточных 
функций. 

Гибернация, или искусственное охлаждение организма, применяется 
в клинике при проведении хирургических операций. 

 
2. Зависимость ферментативной активности от рН. 
Оптимальной активности каждого фермента соответствует опреде-

ленная область рН, причем уменьшение или увеличение рН приводит к 
снижению активности фермента. Обычно кривая зависимости скорости 
ферментативной реакции от рН среды имеет колоколообразную форму 
(рис. 5). 
 

V 
             *                      *                      *                      *                      * 

            
       1,5–2,5             4,5–5,0            6,8–7,0            7,5–8,5           9,5–10,0 
 
 

      пепсин            катепсин В        амилаза       трипсин       аргиназа     рН 
                                                         слюны, 
                                                          каталаза 
 

Рис. 5. Зависимость ферментативной активности от рН  
(* – оптимальная активность фермента). 
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Оптимум рН для большинства ферментов лежит в пределах от  
5 до 9. Вместе с тем отдельные ферменты, например пепсин, аргиназа, 
активны при значениях рН, лежащих далеко за пределами этого интер-
вала. 

Ферментативные реакции чувствительны к изменению рН, потому 
что ферменты содержат большое число ионогенных групп. Уже незна-
чительное изменение рН оказывает влияние на ионное состояние фер-
мента, а зачастую и субстрата. 

Зависимость скорости ферментативной реакции от рН главным об-
разом свидетельствует о состоянии функциональных групп активного 
центра фермента. Изменение рН среды приводит к изменению степени 
ионизации кислотных и основных групп аминокислотных остатков ак-
тивного центра, которые участвуют в связывании и превращении суб-
страта. Изменение рН приводит к изменению величины заряда молекул 
субстрата и фермента, что вызывает конформационные изменения фер-
мента и субстрата, изменение их сродства и каталитической активности 
фермента. 

В физиологических условиях диапазон колебаний рН в клетке не-
значителен, однако на ограниченном участке клетки возможно измене-
ние рН вследствие действия гипоксии, нарушения гликолиза и других 
обменных циклов, что вызывает изменение скорости сопряженных фер-
ментативных реакций. 

Помимо этого, рН, дестабилизируя структуру ферментов, может на-
рушать прочность связи апофермента с небелковым кофактором и, как 
следствие этого, – активность фермента. Знание оптимума рН для инди-
видуальных ферментов важно как для определения активности фермента 
с целью диагностики, так и для лечебной практики. 

 
3. Зависимость скорости ферментативной реакции от концен-

трации фермента. 
В начальный период любой ферментативной реакции скорость ее 

имеет однонаправленный линейный характер (рис. 6). На начальной 
стадии, когда ферментативная реакция только начинается и продукт ре-
акции практически отсутствует, обратная реакция не идет. Кроме того, в 
начальный период реакции концентрация субстрата соответствует его 
исходному уровню. Поэтому линейная зависимость между начальной 
скоростью реакции и концентрацией фермента пропорциональна кон-
центрации молекул фермента. 

Являясь участником реакции, фермент при взаимодействии с моле-
кулой субстрата образует промежуточный фермент-субстратный ком-
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плекс (ЕS), распадающийся на свободный фермент (Е) и продукт реак-
ции (Р). 

 
К1 

Е+S                  ЕS              Е+Р, где К1 и К2 – константы прямой  
              К2             и обратной реакций. 

 
Концентрация фермента в выражении для скорости прямой и обрат-

ной реакций является обязательным компонентом: V1=К 1[Е] .[S], 
V1=K2[E] .[P] 

Однако в уравнении для константы равновесия (Кр) фермента  
уже нет: 

[ ] [ ]
[ ] [ ]

[ ]
[ ]S

Р

SЕ

РЕ

К

К
Кр =

⋅
⋅==

2

1  

Таким образом, концентрация фермента не оказывает влияния на 
константу равновесия, а Кр не зависит от того, каким образом достига-
ется равновесие: с участием фермента или без него. Фермент определяет 
направление и скорость химической реакции, но не оказывает влияния 
на конечные (равновесные) концентрации реагирующих молекул суб-
стратов и продуктов, определяющих величину константы равновесия 
(Кр) и изменения стандартной свободной энергии (∆G). 
 
C пр             С ф 
 
  4 
 
 
  3 
 

  2 
 

        1 
 
 
 
 

 
t (c) 

Рис. 6. Зависимость скорости реакции от концентрации фермента  
в присутствии насыщенных концентраций субстрата:  
(С пр – концентрация продукта, С ф – концентрация фермента). 
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4. Зависимость скорости ферментативной реакции от времени. 
Интервал времени, в течение которого скорость равна начальной 

скорости или близка к ней, соответствует прямолинейному участку гра-
фика зависимости реакции от времени (на рис. 7 этот интервал отмечен 
пунктирной линией). 

 
 П                                 8Е 
 

       8V0 
  4V0                          4Е 
  
    2V0             2Е 
 
 

 
 V0 

 Е 
 
 
 
                t 
 
Рис. 7. Зависимость скорости ферментативной реакции от времени.  

Начальная скорость(V0) увеличивается пропорционально количеству 
фермента в пробах. 
П – продукт реакции 

 
 

По мере увеличения времени инкубации скорость реакции  
снижается вследствие уменьшения концентрации субстрата, увеличе-
ния скорости обратной реакции (в результате накопления продуктов 
прямой реакции), ингибирования фермента продуктом реакции, дена-
турации фермента в результате изменения рН среды. При кинетиче-
ских исследованиях и при количественном определении ферментов 
измеряют начальную скорость реакции сразу после начала реакции во 
избежании осложнений, зависящих от уменьшения концентрации суб-
страта, обратимости реакции или образования тормозящих реакцию 
продуктов. 

 
5. Влияние концентрации субстрата на скорость фермента-

тивной реакции. Кинетика реакции. Уравнение Михаэлиса-
Ментен. 

Для многих ферментов скорость катализа зависит от концентрации 
субстрата. Скорость ферментативной реакции или мера каталитиче-
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ской активности фермента измеряется количеством превращенного 
субстрата [S] или нарастанием продукта реакции [P] за единицу вре-
мени. 

Известно, что любая химическая реакция характеризуется констан-
той термодинамического равновесия. Она выражает состояние химиче-
ского равновесия, достигаемого системой, и обозначается Кр. Значение 
константы равновесия определяется из соотношения констант скоростей 
прямой (К1) и обратной (К2) реакций. В состоянии равновесия, как ска-
зано выше, скорость прямой реакции V1 = К1 [А] .[В] равна скорости об-
ратной реакции V2 = К2 [С]·[D], т.е. V1 = V2 . Отсюда, константа 
равновесия [Kp] равна отношению констант скоростей прямой и обрат-
ной реакций: 

2

1

К

К  
[ ] [ ]
[ ] [ ]BA ⋅

⋅= DС
;      т.е.    

2

1

К

К
Kp = . 

Величину, обратную константе равновесия, в ферментативных ре-
акциях принято называть константной диссоциации фермент-
субстратного комплекса, обозначать символом Кs. Она равна отноше-
нию произведения концентрации фермента и субстрата к концентрации 
фермент-субстратного комплекса или отношению констант скоростей 
обратной и прямой реакций: 

Е  +  Ѕ              ЕЅ         [ ] [ ]
[ ] 1

2Е

K

K

ES

S
KS =⋅= . 

Кs зависит от природы субстрата и фермента и определяет степень 
их сродства. Чем ниже значение Кs, тем выше сродство фермента к суб-
страту. 

Кинетические свойства многих ферментов можно объяснить в рам-
ках модели Михаэлиса-Ментен, согласно которой необходимым проме-
жуточным этапом катализа является образование специфического 
фермент-субстратного комплекса: 

Е  +  Ѕ              ЕS 
Согласно модели Михаэлиса-Ментен, субстрат связывается с фер-

ментом [E] константой скорости К1. Образующийся фермент-
субстратный комплекс ЕS может диссоциировать на Е и S с константой 
скорости К2, либо с константой скорости К3 превратится в продукт “Р„ и 
свободный фермент “Е„. 
                                                   К1              К3 

Е+ S               ЕS             Е + Р. 
                                      К2 
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В модели предполагается, что продукт не может обратно превра-
щаться в субстрат, что и характерно для ранних стадий, когда концен-
трация продукта низка. 

Скорость реакции V связана с концентрацией субстрата [S] сле-
дующим соотношением: 

 [ ]
[ ]SKs

V
+

= SVmax , где Vmax – максимальная скорость реакции в том 

случае, когда все молекулы фермента связаны с субстратом (эффект на-
сыщения), а КS – константа диссоциации фермент-субстратного ком-
плекса в моль/л. 

 SK = 
1

2

K

К
= 

[ ] [ ]
[ ]ЕS

Е S⋅
 – мера сродства фермента и субстрата  

SK  = 
[ ] [ ]

[ ]ЕS

SЕ ⋅
 = 

1

2

К

К
. 

Из уравнения Михаэлиса-Ментен следует, что при высокой кон-
центрации субстрата и низком значении КS  cкорость реакции макси-
мальна (реакция нулевого порядка). При низкой концентрации 
субстрата, напротив, скорость реакции оказывается пропорциональной 
концентрации субстрата в каждый данный момент (реакция первого 
порядка). 

Уравнение Михаэлиса-Ментен не учитывает влияние на скорость 
ферментативного процесса продуктов реакции. 

Бриггс и Холдейн усовершенствовали уравнение: 

 [ ]
[ ]SKм

V
+

= SVmax , где Kм  – представляет константу Михаэлиса, величина 

которой определена экспериментально и всегда больше, чем КS – кон-

станта диссоциации ЕS-комплекса  на
1

2

к

к
. 
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Kм += , где Кs

к

к =
1

2 , тогда 
1

3

к

к
KKм S += . 

Км – константа Михаэлиса, численно равна концентрации субстра-
та, моль/л, при которой скорость реакции составляет половину макси-
мальной величины (Vmax). 

Для определения числового значения Км находят ту концентрацию 
субстрата, при которой скорость ферментативной реакции составляет 
половину от Vmax, т.е. 
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V = 
2

1  Vmax, тогда [ ]
[ ]SKм

SV
V

+
= max , 

[ ]
[ ]SKм +
⋅= SVmax

2

Vmax , откуда [ ]SKм = . 

 
 
 
          V  _Vmax  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _  _ 
 
                                                                         в 
 
                                   б 
 
 
 
 
                              а 
 
 
 
             Км               концентрация субстрата          [S] 
 
Рис. 8. Зависимость скорости ферментативной реакции  

от концентрации субстрата при постоянном содержании фермента. 
 
а – реакция первого порядка (при [S] < Kм cкорость реакции пропропорцио-
нальна концентрации субстрата; 
б – реакция смешанного порядка; 

в – реакция нулевого порядка, когда V = 
2

1
Vmax и скорость реакции не зависит 

от концентрации субстрата. 
 
 

K – мера сродства к ферменту (в том случае, когда к3<<к2), которая, 
в свою очередь, отражает прочность связывания субстрата с активным 
центром. Однако следует знать, что КМ не только мера сродства между 
ферментом и субстратом, но и что ее точный физический смысл зависит 
от механизма взаимодействия между данным ферментом и субстратом. 
При концентрациях субстрата, многократно превышающих КМ, фермент 
будет работать практически с максимальной скоростью, поэтому Vmax 
будет отражать количество присутствующего активного фермента. Это 
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используется для оценки содержания фермента в исследуемом биологи-
ческом объекте (рис. 8). 

Определение константы Михаэлиса (КМ) имеет важное значение при 
выяснении механизма действия различных эффекторов (активаторов или 
ингибиторов) на активность ферментов, позволяет отличить конкурент-
ный от неконкурентного механизма ингибирования. Согласно уравне-
нию Михаэлиса-Ментен величину КМ можно вычислить по графику, где 
отрезок на оси ординат соответствует половине максимальной скорости. 
Однако определение КМ по графику гиперболической зависимости ско-
рости(V) ферментативной реакции от концентрации субстрата [S] за-
труднено, поскольку Vmax – величина асимптотическая и определяется 
недостаточно точно. 

Лайнуивер и Бэрк предложили альтернативный способ  
представления уравнения Михаэлиса-Ментен с помощью графика 
двойных координат. В результате уравнение Бриггс-Холдена: 

[ ]
[ ]SKм

SV
V

+
= max  преобразуется в выражение [ ]

[ ] =
⋅

+=
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S
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V maxmax
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Kм ++
⋅
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Это уравнение прямой линии y = ax + в. Если построить график  

зависимости 
V

1  от 
[ ]S

1 , то получим прямую линию, тангенс угла  

наклона которой будет равен величине 
maxV

Kм . Отрезок отсекаемой пря-

мой от оси ординат представляет собой 
max

1

V
 (обратную величину мак-

симальной скорости). Если продолжить прямую линию за ось ординат, 
тогда на оси абсцисс отсекается отрезок, соответствующий константе 

Михаэлиса 
Км

1
. 
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Рис. 9. График Лайкуивера-Бэрка в двойных обратных координатах  
(зависимость 1/V от 1/[S]) , используемый для графического  
определения КМ иVmax. 

 
Используя график двойных обратных координат, КМ можно найти 

либо из наклона прямой и длины отрезка, отсекаемого от оси У, либо из 
длины отрезка, отсекаемого в области отрицательных значений от оси 
Х. Поскольку [S] имеет размерность молярной концентрации, КМ тоже 
измеряется в молях на литр. 

На основе графика гиперболической зависимости скорости фермен-
тативной реакции нами предложен простой графический метод опреде-
ления КМ и скорости ферментативной реакции, где исключается 
необходимость математических расчетов, применяемых при построении 
графика двойных обратных координат. 

Проведем прямую линию, соединяющую точку начала реакции ну-
левого порядка и точку пересечения лучей реакции первого порядка и 

2

maxV
. При продолжении прямой линии за ось ординат на оси абсцисс 

(Х) в области ее отрицательного значения отсекается отрезок, n·кратно 
превышающий величину отрезка КМ=[S] на оси +Х, а на оси ординат 
(+У) – отрезок, соответствующий максимальной скорости реакции 
(Vmax). Принимая отрезок на оси – Х за величину положительную, лег-
ко рассчитать КМ=[S] даже при самых низких значениях КМ на оси +Х 
(рис. 10). 
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Рис. 10. Преобразованный график гиперболической зависимости  

скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата,  
используемый для графического определения КМ и Vmax. 

 
Метод позволяет быстро определить КМ и Vmax при изучении ха-

рактера действия ингибиторов (стр. 41 и 42). 
Большая группа аллостерических ферментов не подчиняется клас-

сической кинетике насыщения Михаэлиса-Ментен. Для этой группы 
сложных белков график зависимости начальной скорости (V) от концен-
трации субстрата[S] имеет не гиперболическую, а сигмоидную форму 
наподобие кривой насыщения гемоглобина кислородом, что указывает 
на кооперативное связывание субстрата многими центрами – с одним 
каталитическим  и другими центрами связывания (рис. 11). Для оценки 
концентрации субстрата, при которой скорость составляет половину 
максимальной, в условиях сигмоидного характера кинетической кривой 
применяют преобразованное уравнение Хилла: 

[ ] 1

max
ogKSogn

VV

V
оg lll −⋅=

−
, где 1K  – константа ассоциации; n  – чис-

ло субстратсвязывающих центров. 
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Рис. 11. Сигмоидная кинетическая кривая насыщения аллостерических фермен-
тов субстратом. 

 
 

Активность фермента. Единицы активности 
 

Содержание ферментов в биологических объектах (кровь, слюна, 
желудочный сок, клетки тканей и т.д.) чрезвычайно мало, кроме того, 
концентрация фермента в тканях еще не является критерием активности 
биохимических процессов в клетках, так как часть молекул фермента 
может находиться в неактивном (ингибированном) состоянии. Поэтому 
для количественного определения фермента пользуются косвенными 
методами, где критерием оценки является скорость катализируемой ре-
акции, определяемая по скорости расщепления молекул субстрата или 
нарастания количества продуктов реакции в единицу времени, что и 
служит мерой активности фермента. 

Активность фермента определяется по скорости реакции, катализи-
руемой ферментом, при стандартных условиях измерения: 250С, опти-
мум рН, определенный буфер и концентрация субстрата, превышающие 
концентрацию насыщения. 

При этих условиях скорость соответствует нулевому порядку реак-
ции (Vmax) в отношении субстрата, будет зависеть только от концен-
трации активных молекул фермента и может быть выражена в 
различных единицах. 

Единицы активности фермента 
1. Одна стандартная международная единица активности фермента 

(Е или U): за единицу активности любого фермента принимают то его 
количество, которое в оптимальных условиях катализирует превраще-
ние 1 микромоля субстрата или образование 1 микромоля продукта в 
минуту (мкмоль/мин). 

Мкмоль – 10-6 моль, наномоль – 10-9 моль, пикомоль – 10-12моль. 
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2. Катал (Международная система единиц – СИ). 1 катал – катали-
тическая активность, способная осуществить реакцию со скоростью, 
равной 1 молю в 1 с. (моль/с). Отношение международной единицы (U) 
к каталу: 

1 кат = 1 моль · с-1 = 60 моль·мин-1 = 60 · 106 мкмоль·мин-1 = 6 · 107 U, 
или: 

1U = 1 мкмоль · мин-1 = (1/60) мкмоль с
-1 = (1/60) мккат = 16,67 нкат. 

Таким образом, стандартная международная единица 1U =  
= 16,67 нкат. 

3. Удельная активность фермента равна массе фермента (мг), спо-
собной превратить 1 мкмоль субстрата за 1 мин (мкмоль/мин/мг). 

4. Молярная активность (число оборотов или каталитическая кон-
станта) равна числу единиц активности фермента, деленному на количе-
ство фермента, выраженное в микромолях (мкмоль/мин/мкмоль). 

Молекулярная активность указывает, сколько молекул субстрата 
превращается одной молекулой фермента за 1 мин и может использо-
ваться для сравнения каталитического действия разных ферментов. На-
пример, одна молекула каталазы эритроцитов способна расщепить в 1 с 
440000 молекул перекиси водорода. 

 
Активаторы ферментов 

 
Ферменты-биокатализаторы с регулируемой активностью. Акти-

вирующее влияние на скорость ферментативной реакции оказывают 
разнообразные вещества органической и неорганической природы. К 
ним относятся органические и неорганические кислоты, витамины, суб-
страты, ионы металлов, влияющие на область активного центра фермен-
тов. Так желчные кислоты повышают активность панкреатической 
липазы, соляная кислота активирует действие пепсина, фермента фун-
дальных клеток слизистой желудка. 

К числу активаторов, повышающих активность ферментов, усили-
вающих их действие, относятся ионы многих металлов и некоторые 
анионы. Особенно часто активаторами ферментов бывают ионы магния, 
марганца, цинка, калия, кобальта, железа, а из анионов – хлора. В ряде 
случаев ионы металлов (Fe2+,Mq2+,Co2+,Zn2+) входят в состав простати-
ческих групп фермента, в других облегчают образование фермент-
субстратного комплекса. Так, ионы магния обеспечивают присоедине-
ние монофосфорных эфиров органических веществ к активному центру 
фосфатаз, катализирующих гидролиз этих соединений. В третьих – ионы 
металлов служат акцепторами или донаторами электронов, выступают в 
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качестве электрофилов или нуклеофилов, сохраняя реактивные группи-
ровки в необходимой ориентации. В четвертых – обеспечивают станов-
ление четвертичной структуры фермента. 

Иногда металл соединяется с субстратом, образуя истинный суб-
страт, комплиментарный ферменту. Так, ионы Мq2+ способствуют обра-
зованию магниевой соли АТФ-субстрата креатинфосфатазы. Ионы Сa2+ 
участвуют в формировании и стабилизации активного центра и всей 
трехмерной структуры молекулы амилазы слюны. 

Металлы, взаимодействуя с аллостерическим центром фермента, 
нередко выступают в роли аллостерических эффекторов, способствуя 
образованию наиболее выгодной пространственной конфигурации фер-
мента и активного фермент-субстратного комплекса. 

Анионы в физиологических концентрациях оказывают небольшое 
активирующее влияние на фермент. Активность амилазы слюны, ката-
лизирующая гидролиз крахмала, повышается при действии ионов хлора, 
анионами галогенов активируется аденилатциклаза. 

 
Ингибиторы ферментов 

 
Регуляция многих метаболических процессов на молекулярном 

уровне обеспечивается каталитической эффективностью фермента, что 
обусловлено рядом параметров: количеством молекул фермента, кон-
центрацией реагентов, наличием активаторов и ингибиторов. Ингибиро-
вание ферментов представляет собой одну из систем биорегуляции, в 
механизме которой имеет место полное торможение реакций, катализи-
руемых ферментами, или снижение скорости ферментативных реакций, 
которые частично или полностью препятствуют образованию фермент-
субстратного комплекса. 

К ингибиторам ферментов относятся вещества различной химиче-
ской природы, которые специфически тормозят определенные фермен-
тативные реакции. Оказывая свое действие на какой-либо один фермент 
или группу родственных ферментов, ингибитор вызывает обратимое или 
необратимое торможение реакций. Ингибиторы ферментов представля-
ют большой интерес для изучения механизмов ферментативного катали-
за. Применение веществ, связывающих функциональные группы 
контактного, каталитического или регуляторного участков активных 
центров фермента, позволяет прояснить значение их участия в катализе. 
Так, ферментативная активность сериновых протеиназ и эстераз-
трипсина, химотрипсина, холинэстеразы и ряда других снижается 
вследствие блокирования ключевой гидроксильной группы серина в 
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активном центре фермента под действием специфического ингибитора 
диизопропилфторфосфата. Ингибиторы йодацетат JCH2-COOH, пара-
хлормеркурибензоат C1Hq-C6-H4-COOH блокируют SH- группы актив-
ного центра цистеинзависимых ферментов. 

В ряде случаев действие ингибиторов направлено на простетиче-
скую группу фермента: так, соли синильной кислоты (НСN) угнетают 
активность ферментов, содержащих трехвалентный атом Fe3+ (цитото-
хромоксидаза, каталаза, пероксидаза и др.), окись углерода (СО) блоки-
рует энзимы, в состав простетической группы которых входит 
двухвалентное железо. Действие таких ингибиторов блокирует фермент 
необратимо, так как ингибитор связывается с активным центром фер-
мента прочной ковалентной связью. 

Применение ингибиторов позволяет детально изучить отдельные 
стадии сложных многоступенчатых процессов, катализируемых боль-
шим количеством ферментов. Применение йодацетата, фторида и дру-
гих ингибиторов позволило расшифровать 11 ферментативных реакций 
гликолитического пути окисления глюкозо-6-фосфата. 

С ингибированием ферментов связан механизм действия многих 
ядов и токсинов на организм. Так, дифтерийный токсин активирует ка-
талитическую реакцию АДФ-риболизирования фактора элонгации 
(трансляционный фактор-2, TF-2), выключая тем самым его из участия в 
синтезе специфических белков, что приводит к развитию патологии. 

Изучение действия ингибиторов на скорость ферментативной реак-
ции помогает в поисках эффективных лекарственных средств. 

По характеру своего действия ингибиторы подразделяются на об-
ратимые и необратимые. Необратимые ингибиторы, как сказано выше, 
образуя прочные ковалентные связи с ферментом, вызывают стойкие 
изменения пространственной структуры молекулы фермента, его актив-
ного центра. 

Обратимое ингибирование имеет место в тех случаях, когда ингиби-
тор по своей химической структуре близок к субстрату или является его 
аналогом. Примером обратимых ингибиторов являются клеточные ме-
таболиты и их структурные аналоги, снижающие активность ферментов. 
Ингибиторами могут быть не только аналоги субстратов, но и аналоги 
коферментов, способные занимать место настоящего кофермента, но 
неспособные выполнять его функцию. 

По механизму действия обратимые ингибиторы ферментов делятся 
на конкурентные, неконкурентные и бесконкурентные. Конкурентное и 
неконкурентное ингибирование различают по зависимости преодоления 
торможения ферментативной реакции путем увеличения концентрации 
субстрата. 

 38 

Конкурентное ингибирование 
 

Конкурентное ингибирование может быть вызвано веществами, 
имеющими структуру, похожую на структуру субстрата. Субстрат (S) и 
ингибитор (J), имея сходные структуры и конкурируя друг с другом за 
связывание с активным центром фермента, образуют соответствующие 
комплексы: 

фермент-субстратный: Е+S              ES 
и фермент-ингибиторный: E+J             EJ. 

Образование ЕJ-комплекса не приводит к получению продуктов ре-
акции, кроме того, способствует уменьшению числа молекул свободного 
фермента, способных взаимодействовать с природным субстратом, что 
замедляет скорость реакции. Поскольку конкурентный ингибитор обра-
тимо связывается  с ферментом и ЕJ может подвергаться диссоциации, 
степень торможения активности фермента зависит от соотношения кон-
центрации субстрата и ингибитора, при этом равновесие реакции можно 
сдвинуть влево простым увеличением концентрации субстрата: 

EJ+S                   J+ES 
Избыток молекул субстрата способствует образованию большей до-

ли нормального фермент-субстратного комплекса. 
Примером конкурентного торможения является ингибирующее дей-

ствие щавелевоуксусной, глутаровой и малоновой кислот на активность 
сукцинат-дегидрогигазы, катализирующей дегидрирование янтарной 
кислоты. Наиболее сильным ингибирующим действием обладает мало-
новая кислота, что объясняется ее способностью взаимодействовать с 
теми же группами активного центра сукцинатдегидрогеназы, которые 
связывают и янтарную кислоту. 

Дегидрогеназа янтарной кислоты катализирует окисление сукцината 
путем его дегидрирования и превращения в фумаровую. 

 
                          сукцинат                 фумарат                       малонат     
 
Рис. 12. Конкурентный механизм ингибирования сукцинатдегидрогеназы мало-

натом. 
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Малоновая кислота, вследствие структурного сходства (наличие двух 
ионизированных карбоксильных групп) с истинным субстратом янтарной 
кислотой, взаимодействует с ферментом в его участке связывания с обра-
зованием фермент-ингибиторного комплекса. Однако в силу высокого 
энергетического барьера ковалентных связей водородных атомов с цен-
тральным углеродом малоновой кислоты реакция дегидрирования мало-
ната с участием кофактора ФАД не возможна. Степень торможения 
фермента определяется не абсолютной концентрацией ингибитора, а со-
отношением концентрации сукцината и малоната. Увеличение концен-
трации янтарной кислоты приводит к снижению степени ингибирования, 
поскольку субстрат вытесняет ингибитор из субстратсвязывающего уча-
стка активного центра. При отравлении метанолом введение больших доз 
этанола конкурентно тормозит реакцию окисления метанола в альдегид-
ные производные вследствие более высокого сродства этанола к алко-
гольдегидрогеназе. Такой же принцип лежит в основе лечения при 
отравлении этиленгликолем. 

На принципе конкурентного ингибирования основано действие мно-
гих фармакологических препаратов, антивитаминов, боевых отравляю-
щих веществ, ядохимикатов. 

Конкурентными ингибиторами фермента холинэстеразы по отноше-
нию к его субстрату ацетилхолину являются такие препараты, как про-
зерин, физостигмин и севин, угнетающие фермент обратимо. В то же 
время фосфорорганические препараты (армин, хлорофос, нибуфин, за-
рин, заман), фосфорилируя гидроксильную группу серина каталитиче-
ского участка холинэстеразы, ингибируют фермент необратимо. В 
результате этого в синапсах накапливается ацетилхолин, что ведет к 
нервному перевозбуждению и отравлению организма накопившимся 
ацетилхолином. 

Действие обратимых ингибиторов не столь токсично, как действие 
необратимых ингибиторов. 

 
Неконкурентное ингибирование 

 
Неконкурентные ингибиторы, не нарушая связывания фермента с 

субстратом, непосредственно связываются либо с каталитическими 
группами активного центра фермента, либо с ферментом вне активно-
го центра, изменяя структуру каталитического участка и нарушая его 
взаимодействие с субстратом. Неконкурентный ингибитор, фермент и 
субстрат образуют тройной комплекс ESJ, не способный превращать 
субстрат в продукты реакции. 
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Неконкурентными ингибиторами являются цианиды, которые 
прочно соединяются с трехвалентным железом, входящим в 
каталитический участок цитохромоксидазы, небольшие концентрации 
ионов тяжелых металлов (ртути, свинца), мышьяка и их органические 
соединения, которые блокируют ОН-, SН- группы каталитических 
участков фермента. 

Снятие действия неконкурентных ингибиторов возможно реактива-
торами или противоядиями, связывающими ингибитор. К ним относятся 
все SН- содержащие комплексы, лимонная кислота, этилендиаминтетр-
ацетат(ЭДАТА). 
 

Бесконкурентное ингибирование 
 

Бесконкурентное ингибирование наблюдается только в том случае, 
когда ингибитор обратимо взаимодействует с ферментом только после 
образования фермент-субстратного комплекса (ЕS) 

ES+J              ESJ, что 
наиболее характерно для ферментов, каталитическое действие которых 
осуществляется по механизму «пинг-понг»: ингибитор облегчает при-
соединение субстрата к субстратсвязывающему участку фермента,  
а затем присоединяется сам, ингибируя фермент-субстратное взаимо-
действие. 
 

Тип ингибирования и кинетика ферментативной реакции 
 

Взаимодействие фермента с ингибитором часто в той же мере спе-
цифично, как и взаимодействие с субстратом или коферментом. На этом 
основано применение ингибиторов для избирательного подавления ак-
тивности того или иного фермента в сложной ферментативной системе 
организма. В частности, многие лекарственные вещества являются ин-
гибиторами. Так, хлорамфикол – ингибитор пентидилтрансферазной 
реакции синтеза белков в 70S рибосомах бактерий. Однако на этот про-
цесс он не действует в 80S рибосомах человека, и наоборот, циклогек-
симид – ингибитор транслоказы в 80S рибосомах не действует на 70S 
рибосомы бактерий. 

Тип ингибирования может быть определен с помощью кинетическо-
го анализа при изучении зависимости скорости (V) ферментативной ре-
акции от концентрации субстрата [S] в отсутствии и присутствии 
ингибитора и оценки его влияния на КМ и Vmax. 

Определение КМ и Vmax позволяет выяснить конкурентный и не-
конкурентный механизмы ингибирования. 
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При графическом анализе скоростей ферментативных реакций и 
констант Михаэлиса в присутствии и отсутствии ингибитора использо-
вание уравнений Михаэлиса-Ментен и Лайнуивера-Бэрка для выяснения 
вопроса о типе ингибирования может быть получена информация не 
только о кинетике ферментативных реакций, но и о молекулярных ме-
ханизмах ферментативного катализа. 

Использование предложенного нами преобразованного графика ги-
перболической зависимости скорости ферментативной реакции от кон-
центрации субстрата для графического определения КМ и V max 
ферментативной реакции позволяет быстро получить достоверную ин-
формацию о типе ингибирования, сродстве фермента к субстрату и дру-
гих молекулярных механизмах ферментативного катализа (рис. 13). 
 
     V         Vmax           Vmax I 
 

             ингибитор 
 
 
 
 
 

      V  
2
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          КМ I              КМ            0     КМ   КМ I                                            [S] 
 

 
Рис. 13. Графическое определение КМ и Vmax на основе преобразованного  

графика гиперболической зависимости скорости ферментативной  
реакции от концентрации субстрата в присутствии и в отсутствии 
конкурентного ингибитора. КМ и Vmax при отсутствии, КМ I и Vmax I  
в присутствии конкурентного ингибитора. 

 
При конкурентном типе ингибирования для полного насыщения 

фермента требуется большее количество субстрата, что и ведет к увели-
чению КМ. 

Когда система достигает насыщения, величина Vmax остается неиз-
менной, что является следствием вытеснения ингибитора из комплекса 
EJ и образования комплекса ЕS. 
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При неконкурентном ингибировании ингибитор снижает величину 
максимальной скорости, не оказывая влияние на КМ, что свидетельству-
ет об образовании неактивных труднодиссоциирующих комплексов EJ и 
EJS. 
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Рис. 14. Кинетика ферментативной реакции на преобразованном графике  

гиперболической зависимости скорости ферментативной реакции  
от концентрации субстрата в присутствии и отсутствии 
неконкурентного ингибитора. КM и Vmax при отсутствии КMI  
и V max I в присутствии неконкурентного ингибитора. 

 
 

Определение константы Михаэлиса имеет практическую значи- 
мость – позволяет ориентироваться, какое количество субстрата следует 
добавить для определения Vmax, оценить влияние активаторов и инги-
биторов на ферментативную активность, а также выяснить механизм 
действия лекарственных веществ на отдельные биохимические реакции. 
 

Регуляция активности ферментов 
 

Живая клетка – динамическая стационарная система, в которой ре-
гуляция скорости ферментативных реакций является основным меха-
низмом координации метаболических путей в процессе взаимосвязи 
клетки с окружающей средой. Точная регуляция потока метаболитов по 
анаболическим и катаболическим путям, генерация АТФ, трансмем-
бранный перенос веществ, секреция и другие процессы должны быть 
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скоординированы и отвечать как на изменение во внешней среде (на-
пример, поступление питательных веществ в клетку и удаление из нее 
продуктов обмена), так и на внутриклеточные события (синтез ДНК, 
РНК и белков). Скорость и направленность ферментативных реакций в 
клетке регулируется следующими параметрами: 

1. Упорядоченностью структурной организации клетки – ее ком- 
партментацией, а именно: строгой локализацией взаимосвязанных фер-
ментных комплексов определенных биохимических циклов в каждом 
компартменте и механизма координированного потока метаболитов из 
одного компартмента в другой. 

2. Абсолютным количеством молекул фермента в компартменте, что 
определяется соотношением скорости синтеза и распада фермента в 
клетке. 

3. Изменением каталитической активности фермента, что определя-
ется четкостью химической модификации фермента, в процессе чего 
формируется активный центр фермента и повышается его сродство к 
молекуле субстрата. 

 
Компартментация ферментов, закон действующих масс  

и обратимость ферментативных реакций 
 
Пространственное разделение (компартментация) метаболических 

процессов в клетках высших форм организмов позволяет осуществлять 
более тонкую регуляцию обмена веществ, является основой механизма 
интеграции ферментативных реакций. 

Компартментация клетки обусловлена высокоорганизованной 
структурой биологических мембран, которые формируют обособленные 
внутриклеточные участки или отсеки: ядро, митохондрии, лизосомы, 
эндоплазматическую сеть, рибосомы, аппарат Гольджи и др. В мембра-
нах каждой из этих структур локализованы высокоспецифические фер-
ментные системы, которые, регулируя скорость и направление 
метаболических реакций, обеспечивают как разделение, так и интегра-
цию внутриклеточных процессов. Пути биосинтеза и распада веществ в 
этих структурах почти всегда разобщены по энергетическим причинам, 
в чем и состоит важнейший общий принцип компартментации метабо-
лизма. 

В механизме активирования фермента важное значение имеет эф-
фективное концентрирование субстрата в непосредственном окружении 
рассматриваемого фермента. Мембраны обеспечивают прохождение 
метаболитов из одного компартмента в другой, что осуществляется с 

 44 

помощью «челночных механизмов», переводящих метаболиты в форму, 
которая способна проходить через мембрану. В связи с наличием мем-
бран между компартментами, например митохондриями и цитозолем, а 
также изменением первоначальных форм молекул метаболитов в про-
цессе их трансмембранного переноса возникает потребность в наличии 
и функционировании цитозольных форм некоторых ферментов. Неза-
висимая регуляция этих ферментов облегчается регулируемым пото-
ком поступающих или убывающих молекул субстрата и продуктов 
реакции. 

В каждом компартменте локализованы специализированные струк-
турно функционально взаимосвязанные ферментные системы. Так, на-
пример, в матриксе митохондрий клеток печени локализованы 
ферментные системы биологического окисления пируватдегирогеназно-
го комплекса, цикла трикарбоновых кислот, β-окисления жирных  
кислот, трансдезаминирования аминокислот, ферменты начальных ре-
акций синтеза мочевины и глюконеогенеза, а во внутренней мембране 
митохондрий расположены ферментные ансамбли дыхательной цепи и 
окислительного фосфорилирования. 

В эндоплазматической сети локализованы ферменты гликолиза, гек-
созомонофосфатного окисления глюкозо-6-фосфата, ферментные систе-
мы микросомального окисления, ферментные системы синтеза жирных 
кислот, глюконеогенеза, синтеза гликогена и др. Все клеточные ком- 
партменты структурно и функционально взаимосвязаны между собой. В 
мембранах каждого компартмента локализованы комплексы ферментов, 
катализирующих многоступенчатую последовательность метаболиче-
ских реакций. Эти макромолекулярные ферментные комплексы позво-
ляют координировать работу ферментов и регулируют перемещение 
интермедиатов по метаболическому пути. Мультиферментные системы 
в мембранах локализованы таким образом, что каждый фермент распо-
лагается в непосредственной близости от следующего фермента данной 
последовательности реакций. Благодаря этому сокращается время, необ-
ходимое для переноса промежуточных продуктов реакции от одного 
фермента к другому, и вся последовательность реакций оказывается 
строго скоординированной во времени и пространстве. Это обеспечива-
ет более эффективный метаболический контроль, чем в том случае, ко-
гда компоненты комплекса изолированы друг от друга. Кроме того, 
конформационные изменения в одном из протомеров комплекса фер-
ментов могут вызвать кооперативные изменения других компонентов 
системы, что позволяет усиливать регуляторные эффекты. 
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Локальное увеличение концентрации молекул субстрата в компар-
тменте приводит к активации ферментов соответствующего цикла, ус-
корению реакции и увеличению количества молекул продуктов реакции, 
что, однако, не приводит к обратимости реакции (как вследствие прояв-
ления закона действующих масс), поскольку в реальных условиях реак-
ция обычно протекает в одном направлении, так как образовавшиеся 
продукты являются субстратами для действия других ферментов в дру-
гих отсеках, куда они переносятся с помощью «челночных механизмов». 
Это создает условия оптимизации активности ферментов обоих компар-
тментов за счет удаления продуктов реакции из одних и поступления 
этих продуктов уже в качестве специфических субстратов в другие ком-
партменты. Вследствие этого в клетке устанавливается устойчивое ди-
намическое состояние, но не химическое равновесие. 

Приуроченность ферментных систем к определенным структурам 
(компартментам) клетки обеспечивает интеграцию внутриклеточных 
функций и соответствующий контроль. Так, например, при снижении 
содержания глюкозы в крови активируются ферменты глюконеогенеза. 
В биосинтезе глюкозы из аминокислот, лактата, пирувата участвует ряд 
ферментов, часть из которых локализована в митохондриях, а часть – в 
цитозоле (семь из десяти ферментов гликолиза являются общими и для 
глюконеогенеза). В катализируемых этими ферментами обратимых хи-
мических реакциях концентрация реагентов реакции и соответственно 
направление реакции регулируется влиянием закона действующих масс. 
Например, это может быть показано в обратимой реакции трансамини-
рования, катализируемой ферментом аланинаминотрансферазой: 

 
Регуляция количества молекул фермента  

в клетке путем индукции и репрессии его синтеза 
 

Индуцированный (адаптивный) и конституитивный синтез. Коли-
чество и разнообразие ферментов, синтезируемых в клетке, определяет-
ся степенью их участия в метаболизме. Обычно клетки содержат 
небольшое, но измеримое количество фермента. Это – базовый уровень. 
В ответ на присутствие специфических низкомолекулярных индукторов 
клетки синтезируют специфические ферменты. Так, в клетках Esherichia 
Coli, выращенных в среде, содержащей глюкозу (источник углерода и 
энергии), при замене в среде глюкозы на лактозу индуцируется синтез 
фермента В-галактозидаза. Культура клеток приобретает способность 
расщеплять лактозу на глюкозу и галактозу. 

Индукция ферментов наблюдается и у млекопитающих. Так, со-
держание ферментов в клетках может изменяться в результате дейст-
вия различных физиологических и гормональных факторов, а также 
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под влиянием диеты. Примерами индуцируемых ферментов у млеко-
питающих является тирозинтрансаминаза, серин и треониндегидроге-
наза, триптофанпиролаза, ферменты цикла синтеза мочевины, 
инвертаза и др. 

Под действием лекарственных соединений, некоторых ядов, алко-
лоидов повышается активность микросомальных оксидаз – индуцирует-
ся синтез цР450 и других ферментов микросомальной окислительной 
системы – гидроксилаз(монооксигеназ) эндоплазматической сети клеток 
печени. 

При индукции синтеза наблюдается повышение содержания фер-
ментов, варьирующее от двукратного до четырехкратного, что опреде-
ляется характером и величиной отклика ответной реакции генетической 
информации на введение индуктора. 

В прокариотических и эукариотических клетках имеются ферменты, 
концентрация которых в клетке не зависит от добавления индукторов, – 
это так называемые конституитивные ферменты. Они обеспечивают 
стационарность структурной организации, ее функциональное состоя-
ние и базальный уровень энергетического обеспечения функций клетки. 

Поскольку содержащаяся в клетке наследственная информация оп-
ределяет и характер, и величину реакции на введение индуктора, поня-
тие «индуцируемый» и «конституитивный» относительны: они 
характеризуют лишь крайние точки всего спектра возможных реакций. 

Репрессия и дерепрессия синтеза ферментов. Концентрация ряда 
ферментов в клетках резко снижается при повышении содержания ко-
нечных продуктов, образующихся в процессе катализа. Такой эффект 
получил название репрессии ферментов. Так, при добавлении гистидина 
в среду, на которой выращиваются бактерии Salmonella typhimurium, 
репрессируется синтез всех ферментов, участвующих в биосинтезе гис-
тидина, а добавление в среду лейцина подавляет синтез первых трех 
ферментов, участвующих в биосинтезе лейцина. Таким образом, конеч-
ный продукт выступает в качестве корепрессора. После удаления его из 
среды или же при истощении его запасов биосинтез соответствующих 
ферментов возобновляется. Это явление называется дерепрессией. 

Регуляция синтеза и распада ферментов. В животных клетках син-
тез ферментов детерминируется информацией, содержащейся в ДНК, и 
регулируется индуктором или корепрессором белкового синтеза – гор-
моном, биологически активным соединением, метаболитами. Абсолют-
ное количество фермента в клетке определяется скоростью его синтеза и 
распада. Распад ферментов происходит в результате их гидролиза про-
теолитическими ферментами и сопряжен с изменением конформации 
молекул фермента и изменением концентрации АТФ. Присутствие или 
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отсутствие субстратов, коферменов, ионов металлов способно влиять на 
конформацию белка и его чувствительность к протеолизу, отчего может 
зависеть скорость распада специфических ферментов. 

В механизме синтеза и распада ферментов ведущее место занимает 
антагонизм и синергизм действия гормонов, которые являются не толь-
ко индукторами или репрессорами синтеза ферментов, но и ингибито-
рами активности определенных ферментов. Так, инсулин активирует 
гексокиназу, гликогенсинтазу, фосфодиэстеразу и тормозит активность 
фосфорилазы гликогена. Глюкокортикоиды активируют синтез и актив-
ность ферментов глюконеогенеза. 

 
Постсинтетическая химическая модификация ферментов  

и их каталитическая активность 
 

Постсинтетическая химическая модификация имеет решающее 
значение при формировании третичной структуры молекулы фермента и 
в образовании его активного центра. При этом изменение первичной 
структуры фермента, включение в молекулу специфических модули-
рующих компонентов небелковой природы обеспечивается одним или 
несколькими из нижеперечисленных механизмов: 

1) частичный (избирательный) протеолиз проферментов; 
2) взаимодействие апофермента с эффективной концентрацией ко-

факторов; 
3) взаимодействие фермента с определенными веществами – реаген-

тами (активаторы, ингибиторы); 
4) достройка фермента путем метилирования, гликолизирования, 

уридилирования, аденилирования, АДФ-риболизирования и др.; 
5) белок-белкового взаимодействия при участии вторичных посред-

ников; 
6) фосфорилирование и дефосфорилирование; 
7) аллостерическое модулирование каталитической активности 

фермента низкомолекулярными эффекторами. 
 

Ферментативная активность многих протеолитических ферментов 
пищеварительного тракта, поджелудочной железы, ферментов системы 
свертывания крови, системы фибринолиза и ряда других ферментов реа-
лизуется путем превращения неактивного профермента в каталитически 
активную форму. Под влиянием специфических ферментов протеаз 
проферменты подвергаются избирательному протеолизу, в результате 
отщепляется часть пептидной цепи, происходит перестройка простран-
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ственной структуры молекулы фермента, формируется активный центр. 
Например, протеолитический фермент трипсин образуется из профер-
мента трипсиногена, синтезируемого в клетках поджелудочной железы. 
Трипсиноген секретируется в панкреатический сок, который выводится 
в 12-перстную кишку, где под действием фермента кишечного сока эн-
терокиназы от N-конца трипсиногена отщепляется гексапептид – инги-
битор, в результате чего неактивный предшественник превращается в 
фермент трипсин. Свертывание крови осуществляется рядом ферментов 
протеиназ. Активация этих ферментов происходит в результате каскада 
последовательных реакций частичного протеолиза проферментов, когда 
активированный предыдущий фермент активирует следующий. Активи-
рование ферментов путем частичного протеолиза наиболее характерно 
для протеолитических ферментов внеклеточного катализа. Это связано с 
тем, что активация протеолитических ферментов в клетках, их секрети-
рующих, может привести к протеолизу белков структурно-
функционального аппарата клетки. Этот механизм защиты выработался 
в ходе эволюции и заключается в том, что протеолитические ферменты 
образуются и хранятся в клетке в неактивной и безопасной форме про-
фермента, а активируются вне секретирующей их клетки. 

Внутриклеточная активация этих ферментов может привести к раз-
витию патологического процесса, что, например, наблюдается при ост-
ром панкреатите. 

К химической постсинтетической модификации ферментов относят-
ся также реакции взаимодействия апофермента с кофактором, достройка 
фермента путем метилирования, гликолизирования, уридилирования, 
аденилирования, АДФ-рибозилирования, взаимодействие фермента с 
активаторами и ингибиторами. 

В механизме химической модификации многих ключевых и регуля-
торных ферментов центральная роль принадлежит гормонрегулируемым 
системам: аденилатциклазной, гуанилатциклазной, инсулин-рецеп- 
торной и Са2+мессенжерной. 

Направленность и тонкая регуляция биохимических процессов обес-
печивается трансформацией гормонального сигнала через рецепторы 
плазматической мембраны, путем изменения в премембранной области 
концентрации вторичных посредников, уровень которых определяется 
активностью ферментов, катализирующих их биосинтез и распад. 

В каждой из гормонрегулируемых систем посредники гормонально-
го эффекта соответствуют определенному классу протеинкиназ –A, G, 
C, Ca2+-кальмодулинзависимой. Активность протеинкиназ типа А регу-
лируется ц-АМФ, протеикиназы G- цГМФ , Са2+- кальмодулин зависи-
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мая протеинкиназа находится под контролем внутриклеточной концен-
трации Са2+, а протеинкиназа С регулируется диацилглицеролом в си-
нергизме со свободным Са2+ и кислыми фосфолипидами. 

Повышение уровня определенных вторичных посредников приво-
дит к активации соответствующего класса протеинкиназ и последующе-
му фосфорилированию белков – ферментов определенного цикла 
реакций. В результате меняется не только активность, но и регулятор-
ные и каталитические свойства многих ферментных систем клетки: 
структурных внутриклеточных элементов, ионных каналов и генетиче-
ского аппарата. 

Общим фундаментальным механизмом, посредством которого реа-
лизуются биологические эффекты «вторичных посредников» внутри 
клетки, является изменение третичной и четвертичной структуры раз-
личных протеинкиназ и протеинфосфатаз, катализирующих фосфорили-
рование и дефосфорилирование ферментов и других белков, что 
коренным образом изменяет как структуру, так и их функцию. 

Протеинкиназа – ключевой внутриклеточный фермент, через кото-
рый вторичные посредники реализуют свой эффект. Протеинкиназа мо-
жет функционировать в двух формах. В отсутствии вторичных 
посредников протеинкиназы существуют в неактивной форме ди- и тет-
рамерных комплексов, состоящих из регуляторных (R) и каталитических 
(С) субъединиц. 

Решающее значение в механизме активации протеинкиназ имеет из-
менение их четвертичной структуры, когда в присутствии вторичных по-
средников, в частности циклических нуклеотидов, протеинкиназный 
комплекс обратимо диссоциирует на R2-субъединицы и активные катали-
тические субъединицы С (механизм белок-белкового взаимодействия). 

В клетках различных органов и тканей открыт большой класс ц-
АМФ и ц-ГМФ-зависимых протеинкиназ (серин – и треонин-киназ), ка-
тализирующих фосфорилирование ОН-групп серина и треонина на раз-
ных внутриклеточных белках и оказывающих тем самым разные 
биологические эффекты. 

Другой класс протеинкиназ, активируемых инсулиновыми рецепто-
рами, действует только на ОН-группы тирозина. Фосфорилирование 
вызывает конформационные изменения соответствующих ферментов, 
что изменяет их активность или их кинетические свойства. 

Уровень ц-АМФ и ц-ГМФ в клетках контролируется соответствую-
щими фосфодиэстеразами, которые различаются по своему сродству к 
ц-АМФ и ц-ГМФ и катализируют их гидролиз до 5-нуклеози- 
дмонофосфатов. Вследствие этого прекращается фосфорилирование 
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белков-ферментов, меняется их активность, усиливается процесс их де-
фосфорилирования (реципрокный механизм регуляции). 

 
Энзимодиагностика 

 
В плазме крови здоровых людей постоянно циркулируют ферменты, 

выполняющие физиологические функции (секреторные ферменты): 
липопротеинлипаза, сывороточная холинэстераза, проферменты сверты-
вающей системы крови, которые синтезируются в печени, концентрация 
их в крови намного выше, чем в клетках, где они синтезируются. 

Вторая группа – нефункциональные ферменты плазмы крови (инди-
каторные) – попадают в кровь из клеток тканей, где они выполняют 
определенные внутриклеточные функции. Увеличение количества инди-
каторных ферментов в плазме указывает на повышенную скорость дест-
рукции клеток тканей, где ферменты образуются и функционируют. 

Группа экскреторных ферментов синтезируется главным образом в 
печени (щелочная фосфотаза, лейцинаминопептидаза и др.) и выделяет-
ся в основном с желчью. При ряде заболеваний выделение экскреторных 
ферментов с желчью нарушается, а активность их в плазме крови повы-
шается. 

Многие ферменты, благодаря их строгому расположению в клетках 
определенных органов и тканей, используются как маркеры тех или 
иных клеток и внутриклеточных структур. Так, кислая фосфатаза клеток 
печени локализована в лизосомах, каталаза, оксидаза Д-аминокислот – в 
пероксиомах, мембранные структуры микросом богаты цитохромом 
Р450, который катализирует реакции микросомального окисления. В 
плазматической мембране клеток локализованы аденилатциклаза и гуа-
нилатциклаза, в цитоплазме – лактатдегидрогеназа, НАДФ·Н-цитохром 
с-редуктаза –в эндоплазматическом ретикуломе, ферменты орнитнового 
цикла мочевинообразования присутствуют в митохондриях и цитоплаз-
ме, причем одни из них (карбомоилфосфатсинтетаза I и орнитин-
карбомоилфосфатаза) локализованы в митохондриях, а другие (аргини-
носукцинат-лиаза, аргининосукцинат-синтетаза) – в цитоплазме. 

Появление изоферментов или органоспецифических ферментов в 
сыворотке крови может представить интерес для дифференциальной 
диагностики органических и функциональных поражений органов и 
тканей. По изменению содержания и спектра органоспецифических 
ферментов и изоферментов в сыворотке крови можно судить о топогра-
фии патологического процесса и степени поражения органов и тканей. 
Так, при инфаркте миокарда в сыворотке крови резко повышается ак-
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тивность креатинкиназы (изоформа ВМ), оксибутиратдегирогеназы, 
лактатдегирогеназы (ЛДГ1 и ЛДГ2), аминотрансфераз (АсАТ и в мень-
шей степени АлАТ). При злокачественных поражениях поджелудочной 
железы, сахарном диабете в сыворотке крови повышена активность 
амилазы, липазы, трипсина и химотрипсина. При заболеваниях печени 
(вирусные гепатиты) в сыворотке крови увеличивается активность фер-
ментов глутаматдегидрогеназы, сорбитолдегидрогеназы, лактатдегидро-
геназ (ЛДГ5 и ЛДГ4), аминотрансфераз (АлАТ и АсАТ). 

Исследование ферментного состава плазмы крови при различных 
заболеваниях используется как метод диагностики болезней и метод 
контроля эффективности лечения. 

 
Применение ферментов в медицине 

 

Основные разделы Ферменты Примеры использования 
1 2 3 

Лактатдегидрогеназа (изофер-
мент ЛДГ1) 

Инфаркт миокарда 

Аспартатаминотрансфераза 
(АСТ) 

Инфаркт миокарда 

Аланинаминотрансфераза 
(АЛТ) 

Заболевания печени (ин-
фекц.гепатит), инфаркт мио-
карда 

Креатинфосфокиназа (КК) 
(изофермент МВ-сердечный 
тип изофермент, 
ММ – мышечный тип, ВВ – 
мозговой сосудистый тип) 

Инфаркт миокарда 
Прогрессирующая дистрофия 
мышц 
Инсульт 

Кислая фосфатаза (КФ) Рак предстательной железы 

Диагностика 

α-Амилаза 
Липаза 

Заболевания поджелудочной 
железы 

Пепсин Нарушение переваривания 
белков в желудке, нарушение 
синтеза или секреции пепсина 

Трипсин, химотрипсин Лечение гнойных ран 
Стрептокиназа, урокиназа Предотвращение тромбообра-

зования при пересадке органов 
и других операциях 

Гиалуронидаза Рассасывание рубцов 
Аспарагиназа Лечение некоторых злокачест-

венных образований 
Нуклеазы(ДНК-азы) Вирусный конъюнктивит, ри-

нит, гнойный бронхит 

Лечение 

Уреазы Удаление мочевины из орга-
низма в аппаратах «искусст-
венная почка» 
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Окончание таблицы 
1 2 3 

Глюкозооксидаза Определение концентрации 
глюкозы в крови 

Холестеролоксидаза Определение холестерина в 
крови 

Липаза Определение триацилглицери-
нов в крови 

Использование фер-
ментов в качестве 
аналитических реак-
тивов 

Уреаза Определение мочевины в крови 
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            глюкоза 
    Схема 1 
           высокая 
конц. глюкозы 
       высокая конц. аланина 
Аланин +α-кетоглутарат                                                   Пируват + глута-
миновая кислота 
 
 
        синтез 
мочевины и других 
        азот-
содержащих веществ 

В пируватдегидрогеназной реакции, где активатором фермента яв-
ляется избыток ацетил-КоА, пируват преобразуется в оксалоацетат: 
 

СН3            Пируваткарбоксилаза           СООН 
 |                                    биотинзависимый фермент           | 
С=О+ СО2+АТФ+Н2             СН2         +   
АДФ+Фн+Н

+ 
 |          +ацетил-КоА           | 
СООН         Mg2+                                      С=О 
                | 
                                                                                              СООН 
 

Однако в условиях дефицита ацетил-КоА активируется пируватде-
гидрогеназный комплекс и продуктом декарбоксилирования пирувата 
является ацетил -КоА 
 

СН3        СН3  
 | пируватдегидрогеназный комплекс    | 
С=О                                                                   О=  С   ~    S -КоА  +  СО2 
+ НАДН2 

 | ТПФ, ЛК, НS-КоА, ФАД, НАД 
СООН 

 


