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Непременным условием функционирования всех ферментов в клетке является высокоточная регуляция их
активности. Имеющиеся представления об аллостерии и вкладе динамики в регуляцию ферментов основа�
ны на экспериментальных моделях и базируются главным образом на эмпирических наблюдениях. В нас�
тоящем исследовании мы предложили теоретическую модель термодинамической регуляции ферментатив�
ной активности. Главная наша идея состоит в том, что регуляция активности ферментов заключается в ре�
гулировании относительного содержания активных конформационных состояний в реакционном буфере.
В обзоре рассматриваются и обсуждаются теоретические основы и экспериментальные подтверждения
предложенной нами модели. Мы пришли к заключению, что основные принципы регуляции активности
ферментов базируются на законах термодинамики и могут быть описаны в рамках представлений о кривой
распределения активных конформационных состояний белковых молекул. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: регуляция активности ферментов, термодинамика, активная конформация, кривая
распределения.

Регуляция ферментов – это одно из цент�
ральных положений в биологии, и в основе сов�
ременных знаний о ней лежит аллостерический
регуляторный механизм. Представления об
этом механизме были впервые сформулированы
на основе наблюдений за кооперативным свя�
зыванием кислорода с гемоглобином [1–3].
Впоследствии все основные достижения в этом
вопросе стали именоваться аллостерической ре�
гуляцией. Однако в сущности аллостерический
механизм продолжает оставаться эксперимен�
тальной моделью, и все объяснения, сделанные
на его основе, обречены оставаться чисто эмпи�
рическими. Поэтому невозможно избежать спо�
ров о выборе между моделями ферментативной
регуляции MWC и KNF [2, 3]. Хорошо обосно�
ван тот факт, что регуляция ферментов связана с
динамикой белка (т.е. с изменяемостью молеку�
лы белка и ее термодинамическими свойства�
ми), однако эта взаимосвязь (т.е. термодинами�

ческий механизм регуляции) не может быть
подвергнута анализу в рамках теории аллосте�
рии. Также в рамках эмпирической модели не�
возможно дать количественное описание этой
регуляции. Поэтому для разрешения подобных
проблем было необходимо создание теоретичес�
кой модели.

В последние 10 лет идея динамической регу�
ляции ферментативной активности привлекает
большое внимание, поскольку открывает много
перспективных направлений и возможностей
для исследования [4–10]. Однако отсутствие тео�
ретических основ для согласования белковой
динамики с термодинамикой препятствует соз�
данию теоретической модели регуляции фер�
ментативной активности, основанной на термо�
динамических представлениях.

К счастью, согласование белковой динамики
с термодинамикой ранее уже было выполнено
[11–14]. Это дает нам возможность построить
динамическую модель функционирования фер�
мента и создать модель его аллодинамической
регуляции [15, 16]. Эта чисто теоретическая тер�
модинамическая модель может помочь ответить
на многие теоретические вопросы, относящиеся
к ферментативной регуляции. Главная мысль
заключается в том, что на динамику белковой
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молекулы влияет множество различных факто�
ров, физических или химических, а изменение
динамики молекулы фермента может менять
количество возможных активных конформаци�
онных состояний, которые молекула белка при�
обретает в растворе, и тем самым может осуще�
ствляться регуляция его каталитической актив�
ности. В представленной статье обсуждаются те�
оретические основы, доказательства и некото�
рые проблемы, касающиеся предложенной мо�
дели.

ОСНОВНЫЕ ПРИНЦИПЫ 
ТЕОРИИ ДИНАМИЧЕСКОЙ 
РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ

Для получения полного представления о
термодинамическом механизме регуляции ак�
тивности ферментов суммируем основные фак�
ты и базовые принципы теории.

1) В растворе молекулы любого белка или
фермента находятся во многих конформацион�
ных состояниях, большинство из которых явля�
ются неактивными. Равновесие между ними ус�
танавливается согласно законам термодинами�
ки. В самом простейшем случае существует
лишь один активный конформер.

2) Относительное содержание каждого кон�
формера меняется в зависимости от различных
условий и устанавливается в соответствии с теп�
ловым равновесным состоянием. Содержание
каждой отдельной конформационной формы
может быть рассчитано из данных по конформа�
ционной стабильности белка с использованием
функции распределения этих конформацион�
ных состояний [14].

3) Термодинамическое состояние одной
конформации, такое как энергетический уро�
вень, также варьирует в зависимости от различ�
ных условий [14].

4) Изменения в динамике всей белковой мо�
лекулы могут в той или иной степени распрост�
раняться на ее различные участки в процессе
термодинамической реорганизации белка. Это
может приводить к конформационным измене�
ниям в отдельных участках молекулы, но не обя�
зательно изменяет конформацию всей молеку�
лы белка.

5) Некоторые внешние факторы, такие как
температура, характер растворителя, субстрат,
добавление активатора или ингибитора, а также
внутренние факторы, например, изменение
структуры белка при генетической мутации,
оказывают воздействие на конформационную
стабильность белковой молекулы и могут конт�
ролировать относительное содержание актив�

ных конформаций фермента в состоянии равно�
весия и их термодинамические характеристики.
Соответственно, существуют два возможных
механизма воздействия вышеперечисленных
факторов на фермент. Во�первых, они могут
влиять на термодинамику каждого конформера.
Во�вторых, изменение уровней энергии (термо�
динамического состояния) отдельных конфор�
меров приводит к изменению доли активных
конформеров и поэтому влияет на каталитичес�
кую активность фермента.

6) Влияние разнообразных регуляторов на
фермент может термодинамически складывать�
ся (интегрироваться) внутри белковой глобулы.
(Здесь мы не будем обсуждать этот процесс, пос�
кольку он подчиняется общепринятым принци�
пам регуляции активности ферментов.)

Основное отличие предложенной нами мо�
дели от существующих представлений о вкладе
динамической составляющей в регуляцию фер�
ментов заключается в том, что наша модель не
подразумевает прямого влияния динамических
изменений на каталитическую активность; они
оказывают свое воздействие на фермент путем
изменения относительного содержания молекул
белка, находящихся в активных конформациях.

Важным положением теории является
представление о кривой распределения (кривая
относительного содержания) активных конфор�
мационных состояний фермента. Например, о
природе воздействующего на фермент регулято�
ра можно судить по разнице между кривой расп�
ределения для свободного фермента и кривой
для комплекса энзим–регулятор (REC). В этом
случае REC можно рассматривать как новый
вид белка. По сравнению со свободным фер�
ментом кривая распределения активных форм
для REC смещается в другое положение при оп�
ределенных рабочих условиях. Это явление,
названное «конформационным сдвигом» в нап�
равлении новых рабочих условий, наблюдалось
во многих экспериментах [17–21].

На рис. 1 приведены графики, иллюстриру�
ющие распределение активных конформаций
молекул свободного фермента и REC. Можно
видеть, что в данном случае регулятор оказыва�
ет на фермент положительное воздействие в ус�
ловиях области а (кривая расположена выше
кривой свободного белка) и негативное воздей�
ствие в условиях области б (кривая ниже кривой
свободного белка); свободный фермент высту�
пает здесь в качестве контроля. Другими слова�
ми, регулятор проявляет смешанное действие.
Кроме того, эффективность действия регулято�
ра также непостоянна. Это заключение следует
также из других многочисленных результатов
изучения регуляции белков и ферментов. 

КВИНЬИ ЖАО
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ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ

ОСОБЕННОСТИ 
УРАВНЕНИЯ АРРЕНИУСА 

ДЛЯ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ РЕАКЦИИ

Температура является универсальным фун�
даментальным фактором, влияющим на актив�
ность ферментов любого типа, и всякая презен�
тируемая модель регуляции ферментов должна
содержать кинетическое описание поведения
фермента в зависимости от температуры.

Экспериментальные исследования позволя�
ют установить многие характерные особенности
ферментативной кинетики. С другой стороны,
экспериментальные данные могут быть исполь�
зованы для оценки профиля кривой распределе�
ния активных конформаций и других особен�
ностей ферментативной кинетики (обсуждается
ниже).

Стандартное уравнение Аррениуса, описы�
вающее кинетику простых химических реакций,
выглядит следующим образом: 

k = Ae–ΔE/kBT,

где k – константа скорости химической реак�
ции, kB – универсальная газовая постоянная
(постоянная Больцмана), А – преэкспоненци�
альный коэффициент, ΔE – энергия активации
химической реакции, Т – абсолютная темпера�
тура (К).

В соответствии с динамической моделью для
ферментативных реакций и с функцией распре�
деления конформационных состояний белка
уравнение Аррениуса для этих реакций выгля�
дит следующим образом [14]: 

k = APe–[ΔE
0
+BT(T–T0)]kBT = APDTe–ΔE0/kBT,       (1)

где Р – вероятность существования данной ак�
тивной конформации фермента, T0 – референс�
ная температура, А – преэкспоненциальный ко�
эффициент при температуре T0, ΔE0 – энергия
активации ферментативной реакции при темпе�
ратуре T0, DT – коэффициент, выведенный при
анализе термодинамики переходного состояния
ферментативной реакции [14].

Полный математический анализ кинетики
ферментативной реакции слишком сложен, и
мы не сможем обсудить его в рамках этой
статьи. Однако в рамках конкретного экспери�
мента он может быть упрощен. Мы можем выб�
рать ограниченный диапазон температур и по�
лучить уравнение Аррениуса в линеаризован�
ном виде.

Теоретически относительное содержание ак�
тивных конформационных состояний фермента
возрастает, когда динамика его молекул снижа�
ется при понижении температуры (например,
при денатурации белка в холоде). И наоборот,
содержание активных конформаций снижается
при повышении температуры, когда динамика
молекул белка активируется (при обратимой
термической денатурации белка). Такой теоре�
тический вывод означает, что преэкспоненци�
альный коэффициент в уравнении Аррениуса
может служить для мониторинга изменений в
активных конформационных состояниях моле�
кул различных ферментов. Однако эксперимен�
тально это пока точно не подтверждено. 

РЕГУЛЯЦИЯ ФЕРМЕНТОВ ПУТЕМ 
ВОЗДЕЙСТВИЯ НА ОТНОСИТЕЛЬНОЕ 

СОДЕРЖАНИЕ ИХ АКТИВНЫХ 
КОНФОРМАЦИОННЫХ СОСТОЯНИЙ

Существование ферментов в активной и не�
активной конформациях предполагается в био�
химии уже в течение длительного времени, и
функциональная роль этих конформаций доста�
точно обоснована [22]. Однако подобные предс�
тавления не были оформлены в связную теорию
регуляции ферментов, поскольку равновесие
между их активными и неактивными конформе�
рами было невозможно описать количественно
без знания функции распределения этих моле�
кулярных форм [14]. Другая причина состоит в
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Рис. 1. Кривые распределения активных конформаций
свободного фермента и комплекса регулятор–энзим
(REC). Р – вероятность активных конформаций фермента,
S – количественное выражение рабочих условий (t, концент�
рация соли, мочевины, значение рН и пр.). По сравнению
со свободным ферментом кривая распределения для REC
претерпела конформационный сдвиг (в большинстве слу�
чаев кривые распределения могут выглядеть несколько
иначе)

а

RЕC                             Native protein

б

Favorable                               Favorable

condition for RЕC          condition for native protein

S
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том, что все эксперименты по изучению регуля�
ции ферментов были выполнены без учета вкла�
да термодинамической составляющей в эти про�
цессы, так что термодинамические механизмы
ускользали от внимания.

Взаимосвязь между каталитической актив�
ностью и рефлексивностью молекулы фермента
была хорошо известна и привлекала большое
внимание в течение последних 50 лет [23–27].
Современные методы исследования, такие как
КД, ЯМР и флуоресцентная спектроскопия, не�
заменимые для изучения структуры белков и из�
менения конформации их молекул, не дают воз�
можность дифференцировать активные и неак�
тивные конформационные состояния фермен�
тов [4, 23]. Поэтому невозможно эксперимен�
тально измерить относительное содержание ак�
тивных конформеров фермента. Хотя кривая
распределения этих форм может быть выведена
теоретически из графика стабильности конфор�
маций белка, этих данных оказывается недоста�
точно, и приходится искать дополнительные
альтернативные экспериментальные подходы.

В рамках термодинамической теории струк�
туры белков активному ферменту соответствует
определенное, зависящее от температуры, энер�
гетическое состояние его молекулы (или, в тер�
минах биохимии, определенная конформация
белка), что теоретически полностью обосновано
[13, 15]. Один из способов подтвердить правиль�
ность такого утверждения основывается на изу�
чении ферментативной кинетики. А именно, ес�
ли активное конформационное состояние фер�
мента изменяется с температурой, то график Ар�
рениуса зависимости активности от температуры
не будет прямой линией. И наоборот, зависи�
мость будет линейной при отсутствии влияния
температуры на конформацию белка. Хорошо
известно, что в широком диапазоне температур
график Аррениуса для большинства ферментов
нелинеен. Это означает, что относительное со�
держание активных форм молекулы фермента
обычно не равно 100%. Для их 100%�ного содер�
жания требуется выполнение следующих усло�
вий: 1) линейный участок графика Аррениуса
должен быть достаточно протяженным; 2) кривая
распределения активных конформаций должна
содержать участок «плато», как на рис. 2, а и б;
3) фермент должен функционировать в максималь�
но комфортных (оптимальных) условиях, включая
присутствие всех возможных активаторов.

Другой тип экспериментальных доказа�
тельств изменения доли активных и неактивных
конформационных состояний ферментов в
растворе основывается на изучении явлений по�
ложительной или отрицательной кооперации
[28–31]. Если какой�то фактор или регулятор

действует совместно (кооперативно) с терми�
ческой денатурацией фермента, то он также бу�
дет способствовать переходу фермента из актив�
ной в неактивную конформацию и наоборот в
случае отрицательной кооперации. Например,
при низкой температуре небольшие концентра�
ции мочевины и гуанидинхлорида увеличивают
стабильность активной конформации белка,
чем увеличивают ее относительное содержание
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Рис. 2. Кооперативное воздействие температуры и мочеви�
ны на ферментативную активность. Р – относительное со�
держание активных конформаций или ферментативная
активность, Relative activity – относительная активность
(+мочевина/–мочевина), T – абсолютная температура. а –
Общий вид кривой распределения активных конформа�
ций ферментов, обладающих высокой или низкой терми�
ческой устойчивостью. Наблюдается плато «О» на кривой
распределения для ферментов, обладающих высокой тер�
мостабильностью; содержание активных конформеров в
этом диапазоне температур не зависит от изменения дина�
мики белковых молекул; б – идеальный профиль измене�
ния относительной ферментативной активности и соответ�
ствующая кривая распределения активных конформаций
для ферментов с высокой термической устойчивостью.
Пунктиром и точками обозначены кривые распределения
активных конформаций в отсутствие и в присутствии мо�
чевины соответственно (для ферментов, денатурирующих
в холоде, характер кривой распределения может быть дру�
гим); в – общий характер профиля кривых каталитической
активности в присутствии или в отсутствие мочевины для
ферментов с низкой термической устойчивостью

а

Relative activity
б

100%
P

T

T

T

100%

1

Urea Enzyme

в

О



ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ

в растворе и стимулируют ферментативную ак�
тивность. Однако при высокой температуре эти
хаотропные соединения действуют кооператив�
но с термической дестабилизацией белка, спо�
собствуют снижению доли активных конформа�
ционных состояний фермента и ингибируют его
каталитическую активность. Это заключение
было подтверждено рядом исследователей [26,
32]. Существует мнение, что увеличение под�
вижности молекулы фермента в области его ка�
талитического центра приводит также к измене�
нию каталитической активности [26]. Право�
мерность такого утверждения вызывает сомне�
ния, поскольку вряд ли изменение в одном
участке молекулы может вызвать нарушение
стабильности всего белка и изменить соотноше�
ние его активных и неактивных конформаций.

Для лучшего понимания особенностей фер�
ментативной регуляции было бы не лишним
изобразить на одном рисунке изменения в раз�
нообразных свойствах фермента и катализируе�
мой им реакции. Тогда взаимосвязи между ними
проявятся яснее.

Две типичные кривые распределения белко�
вых конформаций представлены на рис. 2, а;
конформационные состояния одного типа ха�
рактеризовались высокой термической устой�
чивостью, другого – низкой. В этом случае тес�
ты Пейсе [33] давали наиболее наглядные кар�
тины.

На рис. 2, б представлен характерный гра�
фик, отражающий кооперативное действие мо�
чевины и температуры на активность фермен�
тов, имеющих высокую термическую устойчи�
вость. Кооперативные взаимодействия между
мочевиной и температурой заметно проявляют�
ся в диапазоне низких или высоких температур.
В диапазоне с промежуточными значениями
температуры наблюдается другая картина; хотя
кооперация между мочевиной и температурой в
отношении стимуляции подвижности молекулы
белка по�прежнему имела место, но она не ока�
зывала влияния ни на относительное содержа�
ние активной конформации фермента, ни на его
каталитическую активность.

Если термическая устойчивость молекулы
фермента, находящегося в активной конформа�
ции, была низкой, то кооперативное воздей�
ствие мочевины и температуры на активность
фермента выражалась в графике другой формы
(рис. 2, в). Благодаря совместному воздействию
температуры и мочевины на денатурацию белка
температурный оптимум ферментативной реак�
ции смещался в присутствии мочевины в об�
ласть низких температур.

В соответствии с уравнением (1) изменение
доли активных конформаций фермента в диапа�

зоне используемых в эксперименте температур
могло бы отражаться в величине преэкспонен�
циального коэффициента в уравнении Аррени�
уса. Это было справедливо, например, для тер�
мочувствительной алкогольдегидрогеназы из
Bacillus stearothermophilus (htADH) [34]. Было об�
наружено, что преэкспоненциальный коэффи�
циент достигал высокого значения – 1025,2, что
было удивительно для ферментативной реак�
ции. Авторы статьи пишут о механизме, похо�
жем на тот, который теоретически выведен нами
в этой работе. Его сущность представлена на
рис. 3, а. При низкой температуре холофермент
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Рис. 3. Диаграммы, отражающие изменение различных
свойств htADH. DTC – динамически «замороженная»
конформация фермента при низкой температуре. а – Гра�
фик стабильности трех типов конформеров htADH. (Гра�
фик построен в соответствии с кривыми на графиках б и в,
отражающими условия стабильности белка и его денатура�
ции, а также с учетом некоторых критических моментов
ферментативной реакции.); б – кривая распределения ак�
тивных конформаций htADH. В температурном диапазоне
«F» доля активных конформеров увеличивалась с повыше�
нием температуры; в диапазоне «O» – оставалась неизмен�
ной и составляла 100%; в диапазоне «D» – снижалась при
увеличении температуры. Увеличение подвижности (дина�
мики) молекулы фермента отрицательно влияло на фер�
ментативную активность в диапазонах «F» и «D»; в – график
Аррениуса для ферментативной реакции (координатные
оси на этой панели помечены отлично от панелей а и б)
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htADH будет диссоциировать на субъединицы, а
его активность – снижаться (денатурация при
охлаждении). При высокой температуре фер�
мент также денатурирует. Поскольку системати�
ческого изучения этого явления не было, и дан�
ных по разным ферментам нет, то мы представ�
ляем здесь кривую термической устойчивости и
некоторые свойства только для htADH (рис. 3, б).
На рис. 3, б изображена кривая распределения
трех конформационных состояний фермента.
При низкой температуре htADH была термоди�
намически нестабильной и легко денатурирова�
ла. Однако во временной период, за который
проводился эксперимент, фермент находился в
своей неактивной динамически «заморожен�
ной» конформации (DTC). На рис. 3, в приведен
график Аррениуса для ферментативной реак�
ции, катализируемой этим ферментом.

Таким образом, на рис. 3 мы показываем, что
в области низких температур доля активных
конформаций фермента увеличивается с увели�
чением температуры, и это отражается на харак�
тере графика Аррениуса, который претерпевает
перегиб как раз на той температурной границе,
когда содержание DTC становится нулевым. В
температурном диапазоне «О» доля активной
конформации не изменялась, а в диапазоне «D»
она снижалась по мере увеличения температу�
ры. Мутационное изменение гена, кодирующе�
го htADH, может влиять на температурный про�
филь белка, и температура, соответствующая
точке перегиба на графике Аррениуса, может
стать другой [34]. Представленный рисунок яс�
но демонстрирует, что изменение относительно�
го содержания активных конформационных
состояний фермента тесно связано с регуляцией
его каталитической активности. 

РЕГУЛЯЦИЯ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ 
АКТИВНОСТИ ПОСРЕДСТВОМ 
ТЕРМИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ 

АКТИВНЫХ КОНФОРМЕРОВ

Многочисленные экспериментальные дан�
ные, касающиеся регуляции ферментативной
активности, могут быть теоретически объясне�
ны изменением относительного содержания ак�
тивных конформационных состояний фермента
в растворе. Но остается один вопрос, а именно,
поскольку уровень энергии этих активных кон�
формеров изменяется в зависимости от рабочих
условий, то может ли это быть связано с регуля�
цией ферментативной активности. И на этот
вопрос мы отвечаем положительно. Показатель
DT в уравнении 1 отражает вклад динамической
составляющей активных конформеров в катали�

тическую активность фермента. Из этого же
уравнения следует также, что подобный меха�
низм ферментативной регуляции не слишком
физиологичен, поскольку недостаточно чувстви�
телен к различным стимулирующим воздей�
ствиям.

С точки зрения структурной биологии раз�
личные энергетические уровни активных кон�
формаций фермента можно рассматривать как
разные конформеры. На практике очень трудно
различить активные конформации фермента и
переходное состояние ферментативной реак�
ции, поэтому здесь мы разберем главные свой�
ства обоих. Активные конформеры могут быть
выявлены по многим кинетическим критериям:
Kcat, влиянию изотопов на ферментативную ки�
нетику (KIE – изотопный кинетический эф�
фект), Km и Kcat/Km [35].

Тепловое энергетическое состояние активных
конформеров подвержено изменениям. Это зак�
лючение сделано на основании следующих наб�
людений: 1) различные субъединицы гемогло�
бина и даже сам мономер могут связывать кис�
лород с разным сродством [1]; 2) в зависимости
от условий кооперативное воздействие эффек�
торов на фермент может быть как положитель�
ным, так и отрицательным, поэтому энергетичес�
кое состояние молекул фермента в различных
условиях может варьироваться [36, 37]; 3) Vmax

или Kcat могут варьироваться у разных генетичес�
ких мутантных форм фермента; 4) величина KIE
для ферментативной реакции варьируется в за�
висимости от внешних условий [38], 5) диссоци�
ация белкового олигомера на субъединицы мо�
жет выступать в качестве механизма регуляции
ферментативной реакции [39].

Тепловые энергетические уровни активных
конформеров изменяются под воздействием
субстрата. Например, было установлено, что ка�
талитические константы Kcat для трипсина, му�
тантной формы трипсина (D189>S) и химотрип�
син�подобного трипсина (Tr → Ch[S1 + L1 + L2])
были одинаковыми при гидролизе suc�AAPF�
SBzl (сукцинилAAPF�тиосульфобензоат). Если
же в качестве субстрата был использован
sucAAPF�pNA (сукцинилAAPF�пара�нитроани�
лид), то значения Kcat для разных форм трипси�
на существенно различались между собой [40,
41]. Ряд других наблюдений свидетельствовал о
нарушении порядка ферментативной реакции в
экстремальных для фермента условиях [42].

Уровень тепловой энергии активных конфорB
меров зависит от общей конформации молекулы
фермента в целом. Изучение трипсина и химо�
трипсина показало, что часть их молекул, обра�
зующая петлю на поверхности белковой глобу�
лы вдали от активного центра, играет ключевую
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роль в аутопротеолизе предшественников этих
ферментов [40].

Несмотря на то, что обсуждаемый в этом
разделе статьи динамический механизм имеет
большое теоретическое значение в энзимоло�
гии, он не играет решающей роли в фермента�
тивной регуляции. В большинстве случаев изме�
нение уровня тепловой энергии активных кон�
формеров происходит в экстремальных нефизио�
логических условиях, и его биологическая функ�
ция ждет своего дальнейшего выяснения. 

ЯВЛЯЮТСЯ ЛИ СМЕШАННЫЕ 
КООПЕРАТИВНЫЕ ВЗАИМООТНОШЕНИЯ

УНИВЕРСАЛЬНЫМ СПОСОБОМ 
ФЕРМЕНТАТИВНОЙ РЕГУЛЯЦИИ?

Экспериментально было установлено, что
механизм регуляции ферментативной активнос�
ти основан на принципе кооперативной кине�
тики. В рамках нашей теоретической модели
также предполагаются кооперативные взаимо�
отношения. Из теории вытекает, что субстрат,
который первым связывается с одной из субъ�
единиц олигомерного фермента, может высту�
пать в качестве регулятора для других субъеди�
ниц и способен повышать (положительная ко�
операция) либо снижать (отрицательная коопе�
рация) сродство к субстрату у других субъеди�
ниц фермента при различных условиях. Таким
образом, можно заключить, что явление сме�
шанной кооперации, когда в одних условиях
она положительна, а в других – отрицательна,
широко распространено в энзимологии.

Большинство ферментов характеризуется
положительным кооперативным поведением и
лишь некоторые – отрицательным. Только нес�
колько исследований посвящено смешанной
кооперативной кинетике [37]. Это может быть
связано с тем, что обычно изучение фермента�
тивной кинетики проводится в физиологичес�
ких или близких к ним условиях, тогда как сме�
шанное кооперативное поведение фермента
проявляется в условиях, далеких от физиологии.

В качестве модели фермента с кооператив�
ной кинетикой нами был использован гемогло�
бин. Ранее было продемонстрировано положи�
тельное кооперативное поведение этого белка в
нормальных условиях, а также вариабельность
коэффициента Хилла при изменении этих усло�
вий. Однако не было сообщений, в которых го�
ворилось бы об отрицательном кооперативном
поведении гемоглобина в ответ на связывание
кислорода [43–46]. Проведенный нами анализ
условий, при которых выполнялись экспери�
менты с гемоглобином, показал, что изучение

связывания кислорода с этим белком в экстре�
мальных условиях не проводилось. Мы считаем,
что негативная кооперация между гемоглоби�
ном и кислородом могла бы проявиться, напри�
мер, при низкой или, наоборот, высокой темпе�
ратуре или концентрации соли, при кислых ли�
бо щелочных значениях рН. Даже если в этих
экстремальных условиях отрицательная коопе�
рация в связывании кислорода и не выявится,
она могла бы наблюдаться у мутантных форм ге�
моглобина.

НЕКОТОРЫЕ 
ВЫВОДЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ

В этой статье было продемонстрировано, что
регуляция ферментативной активности может
быть объяснена из законов термодинамики, и
представленная нами модель имеет значитель�
ное преимущество перед аллостерическим регу�
ляторным механизмом. 

1) Наша термодинамическая модель рас�
сматривает такие особенности механизма фер�
ментативной регуляции, которые не могут быть
выявлены в рамках аллостерической модели.

2) В рамках аллостерической регуляторной
модели трудно объяснить существование отри�
цательной кооперативности, тогда как термоди�
намическая модель допускает существование
как положительной, так и отрицательной ко�
оперативности при изменении рабочих условий
проведения ферментативной реакции. 

3) Наша модель рассматривает ферментатив�
ную активность, регуляцию активности и ко�
оперативное поведение фермента с точки зре�
ния единого механизма как результат термоди�
намического преобразования белковой молеку�
лы, тогда как теория аллостерической регуля�
ции не поддерживает такие представления. 

4) Исходя из нашей модели, регулированию
могут подвергаться все без исключения моно�
мерные и олигомерные ферменты, тогда как те�
ория аллостерии с трудом объясняет регуляцию
активности мономерных форм ферментов. 

5) Наша модель хорошо объясняет взаимо�
связь между динамикой молекулы фермента и
его активностью. 

6) Наша модель не подразумевает необходи�
мости конформационных изменений молекулы
фермента для регуляции его активности, в то
время как они составляют основу аллостеричес�
кого механизма [7]. 

7) Термодинамическая модель регуляции фер�
ментов предоставляет возможности для количе�
ственного описания регуляторного процесса, а
концепция аллостерии – нет. 
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КВИНЬИ ЖАО

8) Наша модель подразумевает наличие мно�
гочисленных аллодинамических участков в бел�
ке, подвижность которых может изменяться, и
не требует наличия специфического аллостери�
ческого центра для каждого регулятора, напри�
мер, мочевина может воздействовать почти на
все участки белковой молекулы.

Поскольку наша модель является теорети�
ческой, и ее систематическое эксперименталь�
ное изучение не проводилось, это должно быть
сделано в дальнейшем. Особое внимание следу�
ет обратить на следующие направления этих ис�
следований. 

1) Необходимо одновременное изучение
преэкспоненциального коэффициента уравне�
ния Аррениуса и энергии активации фермента�
тивной реакции.

2) Должны быть экспериментально изучены
кривая распределения активных конформаци�
онных состояний и график стабильности фер�
мента.

3) Необходимо измерять термодинамичес�
кие параметры ферментативной реакции для
разных субстратов в широком диапазоне усло�
вий ее протекания, в т.ч. и в экстремальных,
неблагоприятных для фермента условиях.

4) В будущем стоит уделить внимание изуче�
нию взаимосвязи между скоростью изменения
конформаций молекулы белка и ферментатив�
ной активностью.

5) Необходимо уделить особое внимание
суммированию данных по стабильности белка и
по устойчивости его активных конформеров.

Автор выражает свою глубокую благодар�
ность профессору В. Матвееву (Институт цито�
логии РАН, Санкт�Петербург, Россия) и доктору
Женбао Ю (Медицинский институт леди Девис,
факультет Онкологии и медицины Университе�
та МакГилла, Канада) за ценные предложения
по написанию этой статьи. 
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Precise regulation is fundamental to the proper functioning of enzymes in a cell. Current opinions about this, such as
allosteric regulation and dynamic contribution to enzyme regulation, are experimental models and substantially
empirical. Here we propose a theoretical and thermodynamic model of enzyme regulation. The main idea is that
enzyme regulation is processed via the regulation of abundance of active conformation in the reaction buffer. The the�
oretical foundation, experimental evidence, and experimental criteria to test our model are discussed and reviewed.
We conclude that basic principles of enzyme regulation are laws of protein thermodynamics, and this can be analyzed
using the concept of distribution curve of active conformations of enzymes.
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