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об истинных и кажущихся константах
михаэлиса в энзимологии. III. существует

ли линейная зависимость между кажущейся
константой михаэлиса и предельной скоростью
и можно ли с ее помощью определять величину

субстратной константы?
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В статье дан критический анализ метода Слейтера–Боннера, применяющегося для графи-
ческого определения субстратной константы (Ks ) по линейной зависимости кажущейся константы 
михаэлиса (Km

app) от предельной скорости (Vapp) энзиматических реакций, протекающих с участием 
активаторов. Показано, что, хотя формально можно записать механизмы таких реакций в виде 
схемы, аналогичной модели михаэлиса–ментен, и найти взаимосвязь Km

app и Vapp в виде уравнения 
Km

app = Ks + Vapp/k1[E]0 (где [E]0 – общая концентрация энзима, а k1 – константа скорости образо-
вания энзим-субстратного комплекса из свободных энзима и субстрата), с помощью которого рас-
считывать Ks и индивидуальные константы скорости, но это неправильно и применять такой подход 
для исследования всех реакций с участием активаторов нельзя. Указанное уравнение в общем случае не 
соблюдается, оно может выполняться только для некоторых механизмов или при определенных соот-
ношениях кинетических параметров энзиматических реакций.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: кинетика энзиматических реакций, уравнение михаэлиса–ментен, константа 
михаэлиса, предельная скорость, субстратная константа, активатор.

Встатье [1] было показано, что для моде-
ли Михаэлиса–Ментен, где энзимати-
ческая реакция протекает через образо-

вание энзим-субстратного комплекса (ES) из 
свободных энзима E и субстрата S, а P – про-
дукт реакции:

E + S ←→ ES ⇢  P + E
k1 k2

k-1

,                       (1)

истинная константа Михаэлиса (Km) определя-
ется через константы скорости элементарных 
стадий k1, k-1 и k2 [2–4]:
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и не зависит от концентраций реагирующих 
веществ (т.е. не изменяется на протяжении 
реакции) и других соединений, в том числе и 

тех, которые могут взаимодействовать с реаги-
рующими веществами (например, ингибито-
ров, активаторов, ионов металлов и водорода) 
[5], а также от того, протекают ли в данной 
системе одновременно и другие элементарные 
реакции [6, 7].

Для других, более сложных механизмов, 
подчиняющихся кинетике Михаэлиса–Мен-
тен, зависимость начальной скорости v от об-
щей концентрации субстрата [S]0 может быть 
выражена уравнением [8, 9]:
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,                                   (3)

в которое входят кажущиеся константа Михаэ-
лиса (Km

app) и предельная скорость Vapp. 
В отличие от Km в большинстве случаев 

Km
app является функцией различных параме-

тров энзиматической системы (констант ско-
рости различных стадий, концентрации ин-
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гибиторов, активаторов, кофакторов, рН) [10] 
и, как следует из метода ее определения, со-
ответствует концентрации субстрата, при ко-
торой предельная скорость уменьшается вдвое 
[3, 4, 7]. 

Как следует из уравнения (2), если 
k-1 >> k2, то Km можно рассматривать как кон-
станту диссоциации (Ks) комплекса ES (см. 
схему (1)) [6, 7, 9–15]:
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.                                            (4)

Принимая во внимание уравнение (4), Km 
может быть выражена как это представлено, 
например, в работах [6, 7, 14], в виде: 
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где V – предельная скорость (V = k2[E]0). Урав-
нение (5) справедливо только для модели Ми-
хаэлиса–Ментен. Однако часто его применяют 
и для более сложных энзиматических реакций.

Мне кажется, что представления о взаи-
мосвязи Km

app с Ks возникли из следующих со-
ображений: часто механизмы сложных энзи-
матических реакций формально описывают 
схемой [8], похожей на схему (1):

E + S ←→ ES ⇢  P + E
k1 kcat

k-1

,                        (6)

из которой, аналогично подходу Бриггса–Хол-
дейна [11], можно получить уравнение (3), где 
Km

app выражается следующим образом [8]:
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Мы видим, что уравнение (7) подобно 
уравнениям (2) и (5), за исключением того, что 
вместо истинной константы k2 оно включает 
кажущуюся константу скорости kcat распада 
комплекса ES. Похоже на то, что в этой ка-
жущейся константе скорости и заключены все 
отличия реального механизма изучаемой реак-
ции от модельного механизма Михаэлиса–
Ментен (1). В результате складывается впечат-
ление, что для всех реакций, подчиняющихся 
кинетике Михаэлиса–Ментен, по уравнению 
(7) можно рассчитать Km

app, а уравнение (2) яв-
ляется частным случаем более общего уравне-
ния (7). Однако это не так.

В предыдущей статье [16] на примере ра-
боты Ченса [17] было показано, что в общем 
случае уравнение (7) не выполняется, т.е., 

суммируя величины Ks и kcat /k1, мы не полу-
чаем значение Km

app. А поэтому утверждать, 
как, например, Келети [15], что Km

app можно 
записывать в виде (7) или в виде Kk = kcat /k1 
нет никаких оснований. А в этой статье про-
верим, справедливо ли последнее утверждение 
Келети, что при очень низких уровнях донора 
протонов Km

app превращается в Ks. А начнем мы 
с исследования зависимости Km

app и kcat от кон-
центрации активатора, поскольку Ченс в сво-
ей статье утверждает [17], что при увеличении 
концентрации малахитового зеленого в 10 раз, 
Km

app также должна увеличиваться в 10 раз, и 
это дает ему возможность сравнивать рассчи-
танное им значение «константы Михаэлиса» 
(тут и далее кавычки используются для обо-
значения рассчитываемой Ченсом константы, 
которая не является ни Km, ни Km

app) равное 
приблизительно 0,5 мкМ при концентрации 
активатора 1,5⋅10-5 М со значением Km

app из 
работы Манна (5 мкМ при концентрации ак-
тиватора 1,8⋅10-4 М) [18]. При этом ни у Чен-
са, ни у Манна не приводятся зависимости 
Km

app от концентрации активатора; Ченс пред-
ставляет только линейную зависимость kcat от 
концентрации активатора. Более того, у Чен-
са не упоминается о проведении эксперимен-
тов с концентрациями малахитового зеленого 
бульшими, чем 15 мМ, а у Манна – с концен-
трациями активатора, меньшими, чем 180 мМ; 
т.е. мы не видим результатов, позволяющих 
нам сделать вывод о возможности экстраполя-
ции значений Km

app на другую концентрацию 
активатора. Создается впечатление, что Ченс 
делает вывод о линейной зависимости Km

app от 
концентрации активатора на основании рас-
считанных по уравнению (7) значений «кон-
стант Михаэлиса»; учитывая линейную зави-
симость kcat от концентрации активатора и то, 
что в его исследовании kcat >> k-1 (kcat /k-1 = 25) 
значение «константы Михаэлиса» действи-
тельно должно быть пропорциональным кон-
центрации активатора.

Зависимость Km
app и kcat от концентрации 

активатора исследуем на примере реакций, 
протекающих по тем же механизмам, рассмо-
тренными нами в предыдущей статье [16]. При 
этом для ряда реакций, протекающих по ме-
ханизмам (12), (16) и (18), будут представлены 
результаты кинетических расчетов. Константы 
скорости, концентрация энзима и диапазоны 
концентраций субстрата и активатора, исполь-
зованные для расчета кинетики накопления 
продукта р в этих реакциях, представлены в 
таблице. Система дифференциальных урав-
нений, описывающих кинетику, приведена в 
статье [19]. Значения Vapp и Km

app рассчитаны 

МАтеМАтиЧНе МОДелюВАННя БіОХіМіЧНиХ ПрОцеСіВ
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с помощью линеаризации соответствующих 
уравнений, связывающих начальную скорость 
с концентрацией субстрата, в координатах 
Хейнеса (S0/v – S0). kcat = Vapp/[E]0, а время ин-
кубации – 5 мин.

1. реакция протекает по механизму (8). 
Это тот механизм, который, по мнению Ченса 
[17], реализуется при окислении лейкоформы 
малахитового зеленого пероксидом водорода в 
присутствии пероксидазы:

E + S ←→ ES + M ⇢  P + E + M.
k1 k2

k-1

           (8)

В стационарном приближении такая реак-
ция описывается уравнением:

,           (9)

где Ks = k-1/k1.
В рамках этой реакции kcat действительно 

увеличивается пропорционально концентра-
ции активатора, а Km

app может увеличиваться 
пропорционально концентрации активатора 
при условии kcat >> k-1, которое, как показы-
вает Ченс, соблюдается в присутствии исполь-
зованной автором концентрации малахитового 
зеленого. если же kcat << k-1, то Km

app не будет 
зависеть от концентрации активатора и по ве-
личине будет сопоставима с Ks.

2. реакция протекает по механизму:

E + S ←→ ES + M ⇢  P + E + M;
k1 k2

k-1

E + M ←→ EM.
k3

k-3

                                  (10)

В стационарном приближении такая реак-
ция описывается уравнением:

,                                   (11)

где Ks
M = k-3/k3.

В реакциях, протекающих по данно-
му механизму, kcat также увеличивается про-
порционально концентрации активатора, а 
Km

app может увеличиваться пропорциональ-
но концентрации активатора при условиях, 
что [M]0 << Ks

M и kcat >> k-1. В случае, когда 
kcat >> k-1, но [M]0 >> Ks

M, Km
app будет увеличи-

ваться пропорционально квадрату концентра-
ции активатора. 

3. реакция протекает по механизму:

E + S ←→ ES + M ←→ EMS ⇢  P + E + M;
k1 k2

k-1

k3

k-3

E + M ←→ EM.
k4

k-4

                                  (12)

В стационарном приближении такая реак-
ция описывается уравнением:

,                                             (13)

где Km
EMS = (k-3 + k2)/k3; Ks

S = k-1/k1; Ks
EM = k-4/k4. 

Для реакций, протекающих по этому 
механизму, наблюдается похожая  на преды-
дущий механизм картина: kcat может увели-
чиваться пропорционально концентрации 
активатора при условии [M]0 << Km

EMS, а Km
app 

может увеличиваться пропорционально кон-
центрации активатора при дополнительных 
условиях [M]0 << Ks

EM и kcat >> k-1; в случае же, 
когда kcat >> k-1, [M]0 << Km

EMS, но [M]0 >> Ks
EM, 

Km
app будет увеличиваться пропорциональ-

но квадрату концентрации активатора. такой 
пример показан на рис. 1 для реакции 17 (см. 
табл.). Однако для этого механизма, в отличие 
от двух предыдущих, при больших концентра-
циях активатора ([M]0 >> Km

EMS) величина kcat 
перестает зависеть от концентрации активатора.

4. реакция протекает по механизму:

E + S ←→ ES1 ←→ ES2 + M ⇢  P + E + M.
k1 k2

k-1

k3

k-3

    (14)

В стационарном приближении такая реак-
ция описывается уравнением:
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,                                        (15) 

где Ks
S = k-1/k1; Ks

ES
 = k-3/k3.

и для реакций, протекающих по та-
кому механизму, kcat может увеличиваться 
пропорционально концентрации активато-
ра при условии k2[M]0/k3 << 1 + Ks

ES, а при 
k2[M]0/k3 >> 1 + Ks

ES (хотя это условие и мало-
вероятно) – не зависит от концентрации ак-
тиватора. Km

app может увеличиваться пропор-
ционально концентрации активатора только 

Константы скорости (k1, k-1, k3, k-3, k2), концентрация энзима (E0 ) и диапазоны концентраций суб-
страта (S0 ) и активатора (M0 ), использованные для расчета кинетики накопления продукта в девяти 
реакциях (№ 1–9), протекающих по механизму (16), семи реакциях (№ 10–16), протекающих по меха-
низму (18) и одной реакции № 17 (k4 = 1⋅107 м-1мин-1, k-4 = 1 мин-1), протекающей по механизму (12). 
Система дифференциальных уравнений, описывающих кинетику, приведена в работе [19]

№ k1, М
-1мин-1 k-1, мин-1 k3, М

-1мин-1 k-3, мин-1 k2, мин-1 E0, М S0, М M0, М

Кинетические параметры реакций, протекающих по механизму (16)

1 1⋅106 1⋅105 2⋅104 1⋅104 1⋅104 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-2 1⋅10-5–1⋅10-2

2 1⋅106 1⋅10-3 2⋅104 1⋅104 1⋅104 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-2 1⋅10-5–1⋅10-2

3 1⋅107 1⋅106 1⋅109 1 1 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-2 1⋅10-5–1⋅10-2

4 1⋅104 1⋅101 1⋅106 1 1⋅103 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-1 1⋅10-5–1⋅10-1

5 2⋅104 1⋅104 1⋅105 1⋅10-4 1⋅104 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-2 1⋅10-5–1⋅10-2

6 1⋅104 1 1⋅109 1⋅102 1⋅104 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-2 1⋅10-5–1⋅10-2

7 1⋅106 1⋅103 1⋅109 1⋅101 5 1⋅10-8 1⋅10-4–1⋅10-1 1⋅10-5–1⋅10-2

8 1⋅106 1⋅105 1⋅105 1⋅102 1⋅101 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-1 1⋅10-5–1⋅10-1

9 1⋅106 1 1⋅108 1⋅10-1 1 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-2 1⋅10-5–1⋅10-2

Кинетические параметры реакций, протекающих по механизму (18)

10 1⋅106 5⋅101 1⋅107 1⋅101 5 1⋅10-8 1⋅10-5–1⋅10-1 1⋅10-5–1⋅10-1

11 1⋅105 1⋅103 1⋅107 1⋅104 5 1⋅10-6 1⋅10-5–1⋅100 1⋅10-9–1⋅100

12 1⋅106 1⋅102 1⋅104 1⋅103 1⋅104 1⋅10-9 1⋅10-6–1⋅10-2 1⋅10-6–1⋅10-2

13 1⋅106 1⋅102 1⋅104 1⋅10-5 1⋅104 1⋅10-9 1⋅10-6–1⋅10-2 1⋅10-6–1⋅10-2

14 1⋅105 1⋅102 1⋅107 5⋅105 5 1⋅10-9 1⋅10-6–1⋅10-2 1⋅10-6–1⋅10-2

15 1⋅107 1 1⋅105 1 1⋅103 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-1 1⋅10-5–1⋅10-1

16 2⋅107 1⋅10-1 2⋅107 3⋅103 1⋅103 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-1 1⋅10-5–1⋅10-1

Кинетические параметры реакций, протекающих по механизму (12)

17 1⋅106 2 1⋅104 1⋅102 1⋅103 1⋅10-9 1⋅10-5–1⋅10-1 3⋅10-5–2⋅10-3

при соблюдении условий k2[M]0/k3 << 1 + Ks
ES 

и (k-1 + k3)k2[M]0/k1k3) >> Ks
S.

5. реакция протекает по механизму:

E + S ←→ ES + M ←→ EMS ⇢  P + E + M.
k1 k2

k-1

k3

k-3

      (16)

В стационарном приближении такая реак-
ция описывается уравнением:

МАтеМАтиЧНе МОДелюВАННя БіОХіМіЧНиХ ПрОцеСіВ
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рис. 1. Пропорциональное увеличение kcat (кривая 1) и квадратичный рост Km
app (кривая 2) с повышением 

концентрации активатора M0 для реакции 17, протекающей по механизму (12). Для данной реакции 
Ks

S = 1⋅10-8 M, Km
EMS = 0,11 M, Ks

EM = 1⋅10-7 M; линейность kcat и квадратичный рост Km
app от M0 на-

блюдается при условиях [M]0 << Km
EMS (при этом kcat = k2[M]0 /Km

EMS), kcat >> k-1 и [M]0 >> Ks
EM

,                                       (17)

где Km
EMS = (k-3 + k2)/k3; Ks

S = k-1/k1.
Для реакций, протекающих по механизму 

(16) kcat может увеличиваться пропорциональ-
но концентрации активатора при условии, 
что [M]0 << Km

EMS, а при [M]0 >> Km
EMS – не 

зависит от концентрации активатора. Km
app 

может увеличиваться пропорционально кон-
центрации активатора только при соблюде-
нии условий [M]0 << Km

EMS и Ks
S << k2[M]0/

k1Km
EMS или, что то же самое, kcat >> k-1 (по-

скольку при [M]0 << Km
EMS кажущаяся кон-

станта kcat = k2[M]0/Km
EMS). На рис. 2 мы мо-

жем видеть, что для реакции 2 (табл.), для 
которой соблюдаются указанные соотноше-
ния, действительно, kcat и Km

app увеличиваются 
пропорционально концентрации активатора. 
если же kcat << k-1 (при соблюдении условия 
[M]0 << Km

EMS), то хотя kcat и увеличивается 
пропорционально концентрации активатора, 
величина Km

app при этом остается практически 
неизменной и в данном случае она численно 
равна Ks

S. В этом можно убедиться, посмо-
трев соответствующие данные для реакции 1 в 
табл. 2 в предыдущей статье [16], а также рис. 3 
в данной статье, на котором представлены ре-
зультаты расчетов kcat и Km

app для реакции 5 (см. 
табл.).

В случаях, когда kcat остается практически 
неизменной при разных концентрациях актива-

тора (при соблюдении условия [M]0 >> Km
EMS), 

Km
app может также не зависеть от концентра-

ции активатора (когда k2/k1 >> KsKm
EMS/[M]0, 

или, что то же самое, kcat >> k-1Km
EMS/[M]0, 

поскольку в данных условиях kcat = k2), либо 
уменьшаться с увеличением его концентра-
ции (когда k2/k1 << KsKm

EMS/[M]0, или, что то 
же самое, kcat << k-1Km

EMS/[M]0). Первый случай 
представлен на рис. 4 на примере реакции 9 
(Km

app в данном случае по величине сравнима 
с соотношением k2/k1, это можно также про-
верить на примерах реакций 3 и 4 из табл. 2 
в предыдущей статье [16] – параметры этих 
реакций в настоящей статье представлены в 
табл. под номерами 6 и 7), а второй – на рис. 5 
на примере реакции 3.

В общем случае, когда при малых кон-
центрациях активатора [M]0 < Km

EMS, а при 
больших – [M]0 > Km

EMS, зависимость kcat от 
концентрации активатора представляет собой 
равнобочную гиперболу (рис. 6) с пропорцио-
нальным увеличением kcat при малых концен-
трациях активатора (в логарифмических коор-
динатах тангенс угла наклона близок к 1, а, 
экстраполируя линейный участок на пересе-
чение с осью ординат в точке lg M0 = 0 (т.е. 
M0 = 1 M), можно определить величину от-
резка, отсекаемого на оси Y, который прибли-
зительно равен lg (k2/Km

EMS)) и достижением 
предельных значений kcat при высоких (преде-
лом является значение k2). Km

app при этом мо-
жет увеличиваться с ростом концентрации ак-
тиватора, как в реакции 4 (рис. 7), а может и 
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рис. 2. Пропорциональное увеличение kcat (кривая 1) и Km
app (кривая 2) с ростом концентрации ак-

тиватора M0 для реакции 2, протекающей по механизму (16). Для данной реакции Ks
S = 1⋅10-9 M, 

Km
EMS = 1 M; линейность kcat и Km

app от M0 наблюдается при условиях [M]0 << Km
EMS (при этом kcat = 

k2[M]0 /Km
EMS) и kcat >> k-1

рис. 3. Пропорциональное увеличение kcat (кривая 1) и неизменность Km
app (кривая 2) с ростом концентра-

ции активатора M0 для реакции 5, протекающей по механизму (16). Для данной реакции Ks
S = 0,5 M, 

Km
EMS = 0,1 M, k2 /k1 = 0,5 M; линейность kcat и независимость Km

app от M0 наблюдается при условиях 
[M]0 << Km

EMS (при этом kcat = k2[M]0 /Km
EMS) и kcat << k-1
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уменьшаться, как в реакции 8 (рис. 8). Анализ 
уравнения (17) показывает, что при [M]0 → ∞ 
Km

app стремится к пределу, равному k2/k1. С 
другой стороны, при [M]0 → 0 Km

app стремит-
ся к пределу, равному Ks

S. точнее говоря, экс-
траполяция зависимости Km

app–[M]0, получен-
ной в условиях [M]0 >> [E]0 (с учетом которого 
было выведено уравнение (17)) к нулевому зна-

чению концентрации активатора дает величи-
ну Ks

S; какая величина Km
app (и ее зависимость 

от концентрации активатора) будет в условиях 
[M]0 << [E]0 мы не можем определить исходя 
из уравнения (17), поскольку оно получено 
для условий [M]0 >> [E]0. Мы можем заклю-
чить, что Km

app для реакций, протекающих по 
механизму (16), с увеличением концентрации 

МАтеМАтиЧНе МОДелюВАННя БіОХіМіЧНиХ ПрОцеСіВ
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рис. 4. Неизменность kcat (кривая 1) и Km
app (кривая 2) с увеличением концентрации активатора M0 

для реакции 9, протекающей по механизму (16). Для данной реакции Ks
S = 1⋅10-6 M, Km

EMS = 1,1⋅10-8 M; 
независимость kcat и Km

app от M0 наблюдается при условиях [M]0 >> Km
EMS (при этом kcat = k2 ) и 

kcat >> k-1Km
EMS/[M]0

рис. 5. Неизменность kcat (кривая 1) и снижение Km
app (кривая 2) с увеличением концентрации активатора 

M0 для реакции 3, протекающей по механизму (16). Для данной реакции Ks
S = 0,1 M, Km

EMS = 2⋅10-9 M; 
независимость kcat и уменьшение Km

app с ростом M0 наблюдается при условиях [M]0 >> Km
EMS (при этом 

kcat = k2) и kcat <<k-1Km
EMS/[M]0
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активатора изменяется в пределах от величин, 
близких к Ks

S, до значений, определяемых со-
отношением k2/k1. если Ks

S < k2/k1 (т.е. k-1 < k2), 
то Km

app будет возрастать, а если Ks
S > k2/k1 (т.е. 

k-1 > k2), то Km
app с увеличением концентрации 

активатора будет уменьшаться. расчеты пока-
зывают, что такое заключение близко к дей-
ствительности, а форма зависимости Km

app от 
[M]0 представляет собой S-образную кривую. 

такая зависимость приведена на рис. 6 (реак-
ция 4) в логарифмических координатах и в бо-
лее широком диапазоне концентраций актива-
тора, чем указано в табл. (от 1⋅10-7 до 1⋅10-1 М). 
из рис. 6 видно, что при уменьшении кон-
центрации активатора Km

app стремится к зна-
чению 1⋅10-3, соответствующему величине Ks

S 
(Ks

S = 1⋅10-3), а с увеличением концентрации 
активатора – возрастает (поскольку k2 > k-1), 
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достигая предела 1⋅10-1, по величине соответ-
ствующего соотношению k2/k1 (k2/k1 = 1⋅10-1).

6. реакция протекает по механизму:

E + M ←→ EM + S ←→ EMS ⇢  P + E + M.
k3 k2

k-3

k1

k-1

    (18)

В стационарном приближении такая реак-
ция описывается уравнением:

,                                  (19)

где Km
EMS = (k-1 + k2)/k1; Ks

M = k-3/k3; Ks
S = k-1/k1.

Для механизма (18) также в общем случае 
зависимость kcat от концентрации активатора 
представляет собой равнобочную гиперболу, 
с пропорциональным увеличением kcat при 
малых концентрациях активатора и достиже-
нием предельных значений kcat при высоких 
(пределом является значение k2), а форма за-
висимости Km

app от [M]0 представляет собой 
S-образную кривую. На рис. 9 приведены ре-
зультаты расчета реакции 11 (см. табл.), про-
текающей по механизму (18), с концентрацией 
энзима 1 мкМ (как в исследованиях Ченса) и в 
широком диапазоне концентраций активатора 
(1⋅10-9–1 М); концентрацию субстрата варьиро-
вали в пределах от 1⋅10-5 до 1 М. Km

app, и Vapp рас-
считывали по графику Хейнеса (в координатах 
S0/v – S0) в диапазоне концентраций субстрата 
1–100 мМ (в условиях, когда [S]0 превышает 
[E]0 более чем в 1000 раз). Несмотря на то, что 
соотношение [M]0 >> [E]0 в нескольких случаях 
не соблюдалось, все изученные зависимости в 
координатах Хейнеса прекрасно спрямлялись.

Анализ уравнения (19) показывает, что 
при [M]0 → ∞ Km

app стремится к пределу, равно-
му Km

EMS, а при [M]0 → 0 – к пределу, равному 
k-3Km

EMS/k2. точнее говоря, экстраполяция за-
висимости Km

app–[M]0, полученной в условиях 
[M]0 >> [E]0, с учетом которого было выведено 
уравнение (19), к нулевому значению концен-
трации активатора дает величину k-3Km

EMS/k2. 

рис. 6. Общий вид зависимостей kcat и Km
app от 

концентрации активатора M0 (в логарифмиче-
ских координатах) для реакций, протекающих по 
механизму (16), на примере реакции 4. Для дан-
ной реакции Ks

S = 1⋅10-3 M, Km
EMS = 1,001⋅10-3 M, 

k2 /k1 = 0,1 M; поскольку k-1 < k2, то Km
app уве-

личивается с ростом M0 от значений, близких 
к Ks

S до значений, близких к k2 /k1; kcat с ростом 
M0 сначала увеличивается линейно, а затем при 
больших концентрациях активатора достигает 
предельного значения, близкого к k2

В отличие от механизма (16), для исследуемого 
механизма (18) мы можем получить уравнение 
скорости реакции в условиях, когда [S]0 >> [E]0 
и [M]0 << [E]0, и посмотреть, какова будет за-
висимость Vapp и Km

app от концентрации акти-
ватора при ее уменьшении до уровней, значи-
тельно меньших, чем концентрация энзима:

.                     (20)

Анализируя числитель уравнения (20), 
убеждаемся, что kcat при малых концентрациях 
активатора растет пропорционально [M]0 (см. 
рис. 9) с коэффициентом пропорциональности 
k2k3[E]0 /(k3[E]0 + k2), хотя, исходя из уравне-
ния (19), кажется, что при очень малых кон-
центрациях активатора (когда k3[M]0 << k2) kcat 

M0, М

Km
app

kcat
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рис. 7. Увеличение kcat (кривая 1) и Km
app (кривая 2) с ростом концентрации активатора M0 для реак-

ции 4, протекающей по механизму (16). Для данной реакции Ks
S = 1⋅10-3 M, Km

EMS = 1,001⋅10-3 M, 
k2 /k1 = 0,1 M; увеличение Km

app с ростом M0 наблюдается при k-1 < k2, а предельное значение Km
app 

стремится к k2 /k1

рис. 8. Увеличение kcat (кривая 1) и уменьшение Km
app (кривая 2) с ростом концентрации активатора M0 

для реакции 8, протекающей по механизму (16). Для данной реакции Ks
S = 0,1 M, Km

EMS = 1,1⋅10-3 M, 
k2 /k1 = 1⋅10-5 M; уменьшение Km

app с ростом M0 наблюдается при k-1 > k2, а предельное значение Km
app при 

малых концентрациях активатора стремится к Ks
S (что видно из графика, построенного в двойных 

логарифмических координатах, но не видно из данного рисунка, представленного в обычных координа-
тах)
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должна увеличиваться с ростом [M]0 с коэф-
фициентом k3. Величину коэффициента про-
порциональности можно рассчитать по кривой 
kcat – [M]0, построенной в логарифмических 
координатах по отрезку (рис. 9), отсекаемо-
му на оси ординат прямой, проходящей через 
точки, соответствующие минимальной кон-
центрации активатора. Прямая, проходящая 

через точки с концентрациями активатора 
1⋅10-9 и 1⋅10-8 М, дает логарифмическое зна-
чение 6,4955, что соответствует численному 
значению коэффициента, равному 3,1297⋅106. 
Сравним эту величину с k3 = 1⋅107 и с k2k3[E]0/
(k3[E]0 + k2) = 3,3333⋅106: видно, что рассчи-
танный коэффициент значительно ближе по 
величине к k2k3[E]0 /(k3[E]0 + k2), чем к k3. та-
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рис. 9. Общий вид зависимостей kcat и Km
app от 

концентрации активатора M0 (в логарифмиче-
ских координатах) для реакций, протекающих по 
механизму (18), на примере реакции 11. Для дан-
ной реакции Ks

M = 1⋅10-3 M, Km
EMS = 1,005⋅10-2 M, 

(k3[E]0 +k-3 )Km
EMS/(k3[E]0 +k2) = 6,7067; Km

app 

уменьшается с ростом M0 (поскольку k2 < k-3 ) 
от значений, близких к (k3[E]0 +k-3)Km

EMS/(k3[E]0 
+ k2 ) до значений, близких к Km

EMS; kcat с ростом 
M0 сначала увеличивается линейно, а затем при 
больших концентрациях активатора достигает 
предельного значения, близкого к k2

ким образом, экстраполяция за пределы усло-
вий, принятых при выводе уравнения, может 
приводить к бóльшим или меньшим погреш-
ностям.

еще более явно эта погрешность прояв-
ляется для Km

app. ранее было отмечено, что, 
исходя из уравнения (19), при [M]0 → 0 Km

app 

стремится к пределу, равному k-3Km
EMS/k2. 

Эта величина составляет 20,1. Как следует из 
рис. 9, при малых концентрациях активатора 
Km

app практически достигает своего предель-
ного значения и при [M]0 = 1⋅10-9 М она со-
ставляет всего 6,61 М, т.е. в 3 раза меньше 
теоретически предсказываемого уравнением 
(19). А уравнение (20), полученное для условий 
[M]0 << [E]0, показывает нам, что при малых 
концентрациях активатора Km

app действительно 
не зависит от [M]0, но при этом ее величина 
составляет 6,7067. Как видим, и в этом случае 
применение уравнения (19) для расчета Km

app в 
условиях, лежащих за пределами допущений, 
сделанных при его выводе, приводит к непра-
вильным результатам.

Km
app может не только снижаться с ростом 

концентрации активатора (как на рис. 9), но и 

увеличиваться (подобно тому, как это показа-
но на рис. 6): все определяется соотношением 
констант k2 и k-3. если k2 > k-3, то Km

app будет 
возрастать, если k2 < k-3 – будет снижаться, 
при равенстве k2 и k-3 Km

app не будет зависеть от 
концентрации активатора. 

В рамках механизма (18) kcat может увели-
чиваться пропорционально концентрации ак-
тиватора при условии k3[M]0 << k2. При этом 
Km

app может увеличиваться пропорционально 
концентрации активатора при дополнитель-
ном условии [M]0 >> Ks

M (реакция 13, график 
не приводим: он аналогичен рис. 2), а при 
[M]0 << Ks

M не будет зависеть от концентрации 
активатора (реакция 12, график аналогичен 
рис. 3). При k3[M]0 >> k2 константа скорости kcat 
не зависит от концентрации активатора. При 
этом Km

app может также не зависеть от концен-
трации активатора, если соблюдается допол-
нительное условие [M]0 >> Ks

M (реакция 10, 
график аналогичен рис. 4), а при [M]0 < Ks

M – 
уменьшаться с возрастанием [M]0 (реакция 14, 
график аналогичен рис. 5). В общем же случае, 
как следует из рис. 9, могут встречаться слу-
чаи, когда kcat увеличивается, а Km

app уменьша-
ется с ростом концентрации активатора (на-
пример, в интервале концентраций активатора 
1⋅10-7–1⋅10-5 М, график аналогичен рис. 8).

таким образом, мы видим, что только для 
одного механизма (8) зависимость kcat и Km

app 

от концентрации активатора (в широком ее 
диапазоне) является пропорциональной (при 
условии kcat >> k-1). Для других возможных ме-
ханизмов пропорциональность также возмож-
на, но она наблюдается только при определен-
ных благоприятных соотношениях параметров 
процесса. В общем же случае делать заклю-
чение о том, что если kcat пропорциональна 
концентрации активатора, то и Km

app должна 
изменяться пропорционально концентрации 
активатора, неверно, хотя, исходя из уравне-
ния (8) кажется именно так (конечно при ус-
ловии, что kcat >> k-1). Не следует сбрасывать со 
счетов и тот факт, что Ченс проводил исследо-
вания при концентрации пероксидазы 1 мкМ, 
а Манн – при 0,016 мкМ, а, как было показано 
в статье [19], для сложных реакций с участием 
активатора скорость реакции часто непропор-
циональна концентрации энзима, а с ростом 
концентрации энзима сначала увеличивается, 
достигая максимума, а затем уменьшается. 

После анализа возможных механизмов 
можно заметить, что реакции, протекающие 
с образованием тройных комплексов энзим–
активатор–субстрат [механизмы (12), (16), (18)] 
показывают гиперболическую зависимость 
предельной скорости от концентрации акти-

M0, М

Km
app

kcat
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ватора (см. рис. 6–9), в то время как в реак-
циях, в которых тройной комплекс не обра-
зуется [механизмы (8), (10) и (14), поскольку 
для него, по-видимому, k2[M]0/k3 должно быть 
значительно меньше, чем 1 + Ks

ES], предель-
ная скорость пропорциональна концентрации 
активатора. Ченс приводит только линейную 
зависимость kcat от концентрации активатора 
(аскорбиновая кислота) в узких концентраци-
онных пределах 0,2–3,0 мкМ (концентрация 
энзима была 1 мкМ, а субстрата – 4 мкМ) [17]. 

А вот Манн [18] приводит зависимости 
начальной скорости от концентрации суб-
страта при разных концентрациях активатора 
(концентрация энзима 16,6 нМ). В случае с 
малахитовым зеленым скорость в максимуме 
возрастает при увеличении концентрации ак-
тиватора от 0,25 до 1 мМ (диапазон концен-
траций субстрата – приблизительно от 10 мкМ 
до 10 мМ). А в случае гваякола максимальное 
значение скорости постепенно увеличивается 
при повышении его концентрации от 0,5 мМ 
до 40 мМ (диапазон концентраций субстрата 
приблизительно от 200 мкМ до 1 М), но при 
80 мМ максимальная скорость остается точно 
такой же, как при 40 мМ, что может быть рас-
ценено, как отсутствие пропорциональности 
между kcat и концентрацией активатора. если 
это так и другие активаторы ведут себя подоб-
ным образом, то с большой долей вероятности 
можно говорить о том, что механизм исследуе-
мой реакции не соответствует механизмам (8), 
(10) и (14).

Учитывая все изложенное в предыдущей 
[16] и в этой статье, можно прийти к выводу, 
что все совпадения по величине рассчитанных 
Ченсом [17] разными способами «констант 
Михаэлиса» и корреляция этих значений с ве-
личинами Km

app, полученными другими иссле-
дователями, являются простой случайностью. 
Этот вывод основан на следующих соображе-
ниях:

1. если с помощью истинной константы 
k2 по уравнению (2) можно рассчитать Km, то, 
используя кажущуюся константу kcat, по ана-
логичному по виду уравнению (7) в общем 
случае нельзя рассчитать Km

app. Для того, что-
бы применение уравнения (7) не вызывало 
возражений, необходимо либо доказать, что 
исследуемая реакция протекает по механизму 
(8), либо доказать, что уравнение (7) может ис-
пользоваться для расчета Km

app для любых ре-
акций, протекающих с участием активаторов, 
или, по крайней мере, для нескольких возмож-
ных механизмов исследуемой реакции. 

2. рассчитанное значение «константы 
Михаэлиса» нельзя без веских оснований (а 

Ченс не приводит никаких данных о зависи-
мости экспериментально определенной Km

app 

от концентрации активатора для исследуе-
мой реакции) увеличивать пропорционально 
концентрации активатора. Поэтому совпаде-
ние по величине увеличенной таким образом 
«константы Михаэлиса» с Km

app, определенной 
Манном, кажется практически невероятным, 
учитывая и тот факт, что, как было показано 
выше, в общем случае эти константы не могут 
быть равны, если исследуемая реакция не про-
текает по механизму (8).

3. Для анализа сложной реакции, которая 
не подчиняется кинетике Михаэлиса–Ментен 
по субстрату (а, возможно, и по активатору) 
Ченс применяет простое уравнение Михаэли-
са–Ментен. 

Поскольку уравнение (7) в общем случае 
не выполняется, то утверждать, что Km

app мож-
но записывать в виде уравнения (7) или в виде 
Kk = kcat /k1 нет никаких оснований. такие со-
отношения могут выполняться только для от-
дельных механизмов или при благоприятных 
соотношениях параметров энзиматического 
процесса. 

А вот утверждение, что при малых кон-
центрациях активатора Km

app равна Ks ком-
плекса ES (для реакций, в которых субстрат 
практически не превращается при отсутствии 
активатора) проверим на другом примере, на 
зависимости, вытекающей из уравнения (7) и 
связывающей Km

app с Ks и предельной скоро-
стью. Эту зависимость рекомендуют приме-
нять (в виде графика зависимости Km

app от Vapp) 
для расчета всех констант скорости, входящих 
в уравнение Михаэлиса–Ментен [6, 7, 14]:

.                          (21)

Считается, что это уравнение применимо 
в случае исследования реакций, протекающих 
с участием активаторов [7]. При этом логика 
такова: без активатора реакция не идет (т.е. об-
разуется только комплекс ES, который без ак-
тиватора не способен распадаться до продук-
тов, по крайней мере, с заметной скоростью) 
и комплекс ES находится в равновесии с не-
связанными формами энзима и субстрата, что 
позволяет описывать это равновесие с помо-
щью константы диссоциации этого комплекса; 
использование активатора позволяет «увели-
чивать скорость распада энзим-субстратного 
комплекса» (kcat = k2[M]0), причем эта скорость 
линейно увеличивается с увеличением кон-
центрации активатора (а, соответственно, уве-
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личивается и Km
app); поэтому, уменьшая кон-

центрацию активатора до нуля, можно дойти 
до точки, когда комплекс ES перестанет рас-
падаться до продукта р и в этой точке Km

app 

будет численно равна Ks, поскольку константа 
скорости распада комплекса ES в отсутствие 
активатора практически равна нулю. Графи-
чески это выглядит следующим образом: для 
различных концентраций активатора (и одной 
и той же концентрации энзима) строят график 
зависимости Km

app от Vapp и экстраполируют по-
лученную линейную зависимость к нулевой 
предельной скорости; при этом на оси ординат 
прямая отсекает отрезок, величина которого, 
как считают, численно равна Ks комплекса ES 
(метод Слейтера–Боннера [7, 14, 20]).

С первого взгляда логика рассуждений 
кажется правильной, но мы проверим спра-
ведливость уравнения (21) на тех же примерах, 
что и ранее.

из уравнения (17), описывающего реак-
ции, протекающие по механизму (16), следует, 
что когда концентрация активатора стремится 
к нулю, предельная скорость также стремится 
к нулю, а Km

app стремится к Ks
S. Однако, помня, 

что экстраполяция за пределы диапазона кон-
центраций, для которого было выведено ки-
нетическое уравнение, может привести к оши-
бочным результатам, проверим полученный 
вывод с помощью расчетов. На рис. 10 при-
веден результат расчетов реакции 4. Кажется, 
что график прекрасно согласуется с уравнени-
ем (21): точки хорошо укладываются на пря-
мую, с увеличением Vapp увеличивается и Km

app, 
тангенс угла наклона прямой равен 1/k1[E]0 и, 
действительно, на оси ординат прямая отсека-
ет отрезок, численно равный Ks

S. Однако на 
самом деле все сложнее.

На рис. 11 представлен график зависимо-
сти Km

app от Vapp для реакции 8. Здесь также 
точки хорошо укладываются на прямую и от-
резок, отсекаемый ею на оси ординат числен-
но равен Ks

S, но прямая имеет отрицательный 
тангенс угла наклона, чего в соответствии с 
уравнением (21) не может быть, поскольку все 
параметры уравнения являются положитель-
ными числами. Кроме знака еще и числовое 
значение тангенса (-9,998⋅106) значительно от-
личается от 1/k1[E]0 (равного 1⋅103). В чем тут 
дело выясняется после анализа уравнения (17). 
Оказывается, что для реакций, протекающих 
по механизму (16) тангенс угла наклона зави-
симости Km

app от Vapp составляет не 1/k1[E]0, а

рис. 10. Линейная зависимость Km
app от Vapp 

для реакций, протекающих по механизму (16), 
на примере реакции 4. Для данной реакции 
Ks

S = 1⋅10-3 M, Km
EMS = 1,001⋅10-3 M; когда M0 

стремится к нулю, Vapp также стремится к 
нулю, а Km

app стремится к Ks
S; тангенс угла нак-

лона прямой положительный, поскольку k2 > k1

1,2Е-01
Km

app, М
y = 9,9002E+04x+1,0201E-03
R2 = 1,0000E+00

1,0Е-01

8,0Е-02

4,0Е-02

6,0Е-02

2,0Е-02

0,0Е+00
0,0Е+00         3,0Е-07        6,0Е-07         9,0Е-07    1,2Е-06

Vapp, М/мин

рис. 11. Линейная зависимость Km
app от Vapp для 

реакций, протекающих по механизму (16), на при-
мере реакции 8. Для данной реакции Ks

S = 0,1 M, 
Km

EMS = 1,1⋅10-3 M; когда M0 стремится к нулю, 
Vapp также стремится к нулю, а Km

app стремится 
к Ks

S; тангенс угла наклона прямой отрицатель-
ный, поскольку k2 < k1

Km
app, М

y = -9,9981E+06x+9,9993E-02
R2 = 1,0000E+00

0,10

0,08

0,04

0,06

0,02

0,00
0,0Е+00            4,0Е-09               8,0Е-09              1,2Е-08

Vapp, М/мин

.  (22)
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таким образом, взаимосвязь между Km
app и 

Vapp для реакций, протекающих по механизму 
(16), выражается не уравнением (21), а следую-
щим соотношением:

.            (23)

из выражения для тангенса (22) вытекает, 
что в зависимости от соотношения констант k2 
и k-1 тангенс может быть либо положительным, 
либо отрицательным. 

Бывают также случаи, когда на оси ор-
динат прямая отсекает отрезок, величина ко-
торого значительно отличается от Ks

S. такой 
случай показан на рис. 12 для реакции 2. Он 
похож на тот вариант, который представлял 
себе Ченс [17]: и Vapp и Km

app увеличиваются 
пропорционально концентрации активатора 
(рис. 2); однако расчетная величина Ks

S от-
личается (в бóльшую сторону) от истинной в 
200 раз. В нашей предыдущей статье [16] был 
приведен пример (табл. 2, реакция 6 – параме-
тры этой реакции приведены в данной статье 
в табл. под № 9), когда величина Km

app, которая 
должна быть численно равна Ks

S, превышает ее 
на 20%. если для реакции 6 построить график 
зависимости Km

app от Vapp, хотя Vapp изменяется 
незначительно (расчетные данные были при-
ведены в табл. 2 (реакция № 3) предыдущей 
статьи [16]), то отрезок, отсекаемый прямой на 
оси ординат также оказывается на 20% боль-
ше, чем соответствующее значение Ks

S.

таким образом, при исследовании реак-
ций, протекающих по механизму (16), для рас-
чета константы k1 нельзя пользоваться урав-
нением (21) (поскольку тангенс угла наклона 
определяется уравнением (22); уравнение (21) 
может быть справедливо только при условии 
k-1 << k2), его можно применять для графиче-
ского расчета величины Ks

S, но при этом также 
нужно помнить, что возможны случаи, когда 
и этот параметр определяется с большой по-
грешностью.

Для реакций, протекающих по механизму 
(8), уравнение (21) применимо для построения 
графика и определения значения Ks и других 
констант – индивидуальных кинетических 
констант скорости.

Для реакций, протекающих по механизму 
(14), предельная скорость  стремится к нулю 
при уменьшении концентрации активатора, 
однако Km

app при этом стремится к Ks
S/(1+ Ks

ES). 
Поэтому отрезок, отсекаемый на оси ординат, 
может быть численно равен Ks

S только при ус-
ловии Ks

ES << 1. тангенс угла наклона зависи-
мости Km

app от Vapp для данной реакции равен 
не 1/k1[E]0, а

.                (24)

таким образом, взаимосвязь между Km
app и 

Vapp для реакций, протекающих по механизму 
(14), выражается не уравнением (21), а следую-
щим соотношением:

.                        (25)

При проведении анализа по уравнению 
(13) реакций, протекающих в соответствии с 
механизмом (12), кажется, что когда концен-
трация активатора стремится к нулю, предель-
ная скорость также стремится к нулю, а Km

app 
стремится к Ks

S. Однако, это, по-видимому, 
может выполняться только при соблюдении 
условий строгой линейности Km

app и Vapp от 

рис. 12. Линейная зависимость Km
app от Vapp 

для реакций, протекающих по механизму (16), 
на примере реакции 2. Для данной реакции 
Ks

S = 1⋅10-9 M, Km
EMS = 1 M; прямая отсекает на 

оси ординат отрезок, величина которого в 200 
раз больше, чем Ks

S

1,2Е-04
Km

app, М y = 1,0012E+03x+1,9806E-07
R2 = 1,0000E+00

1,0Е-04

8,0Е-05

4,0Е-05

6,0Е-05

2,0Е-05

0,0Е+00
0,0Е+00                4,0Е-08               8,0Е-08             1,2Е-07

Vapp, М/мин
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концентрации активатора, о которых упоми-
налось выше. В других условиях зависимость 
Km

app от Vapp нелинейна (в предельном случае – 
квадратична), поэтому трудно осуществить 
линейную экстраполяцию в область малых 
концентраций активатора с целью вычисления 
Ks

S. На рис. 13 показана такая нелинейная за-
висимость Km

app от Vapp для реакции (17). Мож-
но сделать вывод, что для реакций, протекаю-
щих по механизму (12) уравнение (21) в общем 
случае неприменимо.

Для реакции (10) уравнение (21) также в 
общем случае неприменимо для построения 
графика и определения значения константы 
диссоциации комплекса ES, поскольку, как и 
в предыдущем случае, зависимость Km

app от Vapp 

нелинейна. Уравнение (21) может быть спра-
ведливым только при условии соблюдения 
соотношений [M]0 << Ks

M и kcat >> k-1, когда 
зависимости Km

app и Vapp от концентрации ак-
тиватора должны быть линейными.

теперь проанализируем случай, когда эн-
зим сам не катализирует превращение субстра-
та, но присутствие активатора способствует 
его расщеплению до продуктов. При этом мы 
можем считать, что превращение происходит 
через формирование комплекса ES, распаду 
которого помогает активатор, но непосред-
ственно образование комплекса ES доказать не 
можем (или полагаем, что по-другому реакция 
протекать не может). реальный же механизм 
изучаемой реакции выражается схемой (18). 

Для рассматриваемой реакции Km
app и Vapp 

изменяются при изменении концентрации ак-
тиватора, поэтому по уравнению (21) можно 
построить график зависимости Km

app от Vapp и 
рассчитать все кинетические константы, од-
нако эти константы не будут иметь ничего 
общего с теми константами, которые мы хоте-
ли определить, поскольку в данном механизме 
нет ни одной стадии, аналогичной тем, кото-
рые составляют механизм (6), в том числе и 
стадии образования комплекса ES. 

Как следует из уравнения (19), Vapp стре-
мится к нулю при уменьшении M0; при этом 
Km

app стремится к значению k3Ks
MKm

EMS/k2 или 
k-3Km

EMS/k2. Отсюда следует, что численное 
значение отсекаемого на оси ординат отрезка 
в общем случае не соответствует ни константе 
диссоциации k-1/k1, ни константе диссоциации 
k-3/k3, ни, тем более, «константе диссоциации 
энзим-субстратного комплекса», который в 
рамках данной реакции не образуется. только 
в случае, когда для механизма (18) соблюдают-
ся соотношения констант k-1 = k-3 и k-1 << k2 
(рис. 14, кривая 1) или k2 = k-3 и k-1 >> k2, 
величина отсекаемого отрезка на оси ординат 

рис. 13. Квадратичная зависимость Km
app от 

Vapp для реакции 17, протекающей по механиз-
му (12). Для данной реакции Ks

S = 1⋅10-8 M, 
Km

EMS = 0,11 M, Ks
EM = 1⋅10-7 M; квадратичная 

зависимость Km
app от Vapp наблюдается в услови-

ях [M]0 << Km
EMS (при этом kcat = k2[M]0 /Km

EMS), 
kcat >> k-1 и [M]0 >> Ks

EM

3,0Е-01

Km
app, М
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1,0Е-01
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5,0Е-02

0,0Е+00
0,0Е+00         5,0Е-09       1,0Е-08        1,5Е-08     2,0Е-08

Vapp, М/мин

3,5Е-01

будет численно равна константе диссоциации 
k-1/k1, а при соблюдении соотношений k1 = k3 
и k-1 << k2 – константе диссоциации k-3/k3 
(рис.  4, кривая 2). тангенс угла наклона за-
висимости Km

app от Vapp для реакций, протекаю-
щих по механизму (18) также равен не 1/k1[E]0, 
а

.                (26)

таким образом, взаимосвязь между Km
app и 

Vapp для реакций, протекающих по механизму 
(18), выражается не уравнением (21), а, что бо-
лее точно, следующим соотношением:

.   (27)

Как видим, для реакций, протекающих 
по механизму (18) в общем случае уравнение 
(21) не может применяться для определения 
истинных констант диссоциации комплексов 
EM и EMS (комплекс ES в данной реакции не 
образуется).
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рис. 14. Линейная зависимость Km
app от Vapp для реакций, протекающих по механизму (18), на при-

мере реакций 15 (кривая 1) и 16 (кривая 2). Для реакции 15 Ks
M = 1⋅10-5 M, Km

EMS = 1,001⋅10-2 M, 
Ks

S = 1⋅10-7 M, а для реакции 16 Ks
M = 1,5⋅10-4 M, Km

EMS = 5⋅10-5 M, Ks
S = 5⋅10-7 M; прямая 1 отсекает 

на оси ординат отрезок, численно равный Ks
S, а прямая 2 – численно равный Ks

M

Можно сделать вывод, что уравнение (21) 
применимо только для исследования некото-
рых реакций с участием активаторов: из про-
анализированных в данной статье механизмов 
только для реакций, протекающих по механиз-
му (8) расчет Ks и индивидуальных констант 
скорости может быть проведен с помощью 
уравнения (21). Для реакций с участием акти-
ваторов, протекающих по другим механизмам, 
уравнение (21) может выполняться только при 
определенных благоприятных соотношениях 
констант скорости элементарных стадий. Для 
того чтобы его применять, необходимо убе-
диться в том, что комплекс ES действительно 
образуется, а также проанализировать реаль-
ный механизм исследуемой реакции с тем, что-
бы установить, действительно ли зависимость 
Km

app от Vapp прямолинейна, действительно ли 
эта прямая отсечет на оси ординат отрезок, 
численно равный истинной Ks комплекса ES и 
действительно ли тангенс угла наклона данной 
прямой будет выражаться величиной 1/k1[E]0. 
В противном случае, определяя графически 
истинную Ks комплекса ES и индивидуальные 
константы скорости, мы можем получить со-
вершенно другие их численные значения и на 
основе этих данных сделать неправильные вы-
воды.

про істинні та уявні константи 
міхаеліса в ензимології. III. чи 
існує лінійна залежність між 
уявною константою міхаеліса 
та граничною швидкістю 
та чи можна з її допомогою 
визначати величину 
субстратної константи?

С. О. Карахім

інститут біохімії ім. О. В. Палладіна 
НАН України, Київ;

e-mail: laserlab@biochem.kiev.ua

В статті наведено критичний аналіз мето-
ду Слейтера–Боннера, який застосовується для 
графічного визначення субстратної константи 
(Ks) за лінійною залежністю уявної констан-
ти Міхаеліса (Km

app) від граничної швидкості 
(Vapp) ензиматичних реакцій, що відбуваються 
за участю активаторів. Показано, що, хоча 
формально можна записати механізми таких 
реакцій у вигляді схеми, аналогічній моделі 
Міхаеліса–Ментен, і знайти взаємозв’язок Km

app 
і Vapp у вигляді рівняння Km

app = Ks + Vapp/ k1[E]0 
(де [E]0 – загальна концентрація ензиму, а k1 – 
константа швидкості утворення ензим-суб-
стратного комплексу з вільних ензиму та суб-
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страту), з допомогою якого розраховувати Ks 
та індивідуальні константи швидкості (k1, k-1), 
проте це неправильно і застосовувати такий 
підхід для дослідження всіх реакцій з участю 
активаторів не можна. Наведене рівняння в за-
гальному випадку не дотримується, воно може 
виконуватись лише для деяких механізмів або 
у разі сприятливих співвідношень кінетичних 
параметрів ензиматичних реакцій.

К л ю ч о в і  с л о в а: кінетика ензиматич-
них реакцій, рівняння Міхаеліса–Ментен, 
константа Міхаеліса, гранична швидкість, 
субстратна константа, активатор. 

On true and apparent MIchaelIs 
cOnstants In enzyMOlOgy. 
III. Is It lInear dependence 
between apparent MIchaelIs 
cOnstant and lIMItIng rate and 
Is It pOssIble tO deterMIne the 
substrate cOnstant value usIng 
thIs dependence?

S. O. Karakhim

Palladin Institute of Biochemistry, National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: laserlab@biochem.kiev.ua

S u m m a r y

The Slater-Bonner method which is used for 
graphic determination of substrate constant (Ks) 
by linear dependence of apparent Michaelis con-
stant (Km

app) on the limiting rate (Vapp) of enzyme-
catalysed reactions with activator participation has 
been critically analysed. It has been shown that 
although it is possible to record the mechanisms 
of such reactions as a scheme similar to Michae-
lis-Menten model which allow to find correlation 
Km

app and Vapp as equation Km
app = Ks + Vapp/k1[E]0 

([E]0 is a total enzyme concentration, k1 is a rate 
constant of enzyme-substrate complex formation 
from free enzyme and substrate) in order to calcu-
late Ks and individual rate constants (k1, k-1), but 
this approach for investigation of all reactions with 
activator participation ought not to be used. The 
above equation is not obeyed in general, it may be 
true for some mechanisms only or under certain 
ratios of kinetic parameters of enzyme-catalysed 
reactions.

K e y  w o r d s: enzyme kinetics, Michaelis-
Menten equation, Michaelis constant, limiting 
rate, substrate constant, activator.
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