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Принцип анализа соединений, основанный на инги-
бировании ими ферментов, лежит в основе многих со-
временных биосенсоров [1–9]. Наиболее часто подоб-
ные подходы применяются для оценки различных заг-
рязнителей окружающей среды [10–14]. Обычно кон-

центрацию ингибитора определяют на основе калибро-
вочной зависимости в координатах Iэф = (Ao – AI)/Ao от
[I], где Iэф – так называемый ингибирующий эффект,
Ao – исходная активность фермента, AI – активность
после инкубации фермента с раствором ингибитора
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I определенной концентрации [3, 10, 11, 15, 16]. Время
инкубации при этом обычно выбирается произвольно.

На наш взгляд, такое представление эксперименталь-
ных данных имеет ряд недостатков: 1) зависимость ин-
гибирующего эффекта от концентрации ингибитора чи-
сто эмпирическая и не имеет строгого физического
смысла; 2) для сложных механизмов ингибирования
наличия одного типа представления данных явно недо-
статочно; 3) реальные образцы при мониторинге, на-
пример окружающей среды, с очевидностью будут со-
держать смеси ингибиторов, каждый из которых может
реагировать с ферментом по различным механизмам.

Подробный теоретический анализ подобной ситуа-
ции в литературе отсутствует, однако встречаются ука-
зания на то, что наличие в смеси равновесных ингиби-
торов мешает определению необратимых и наоборот
[15, 17–19].

Цель настоящей работы состояла в проведении срав-
нительного теоретического анализа механизмов взаимо-
действия ингибиторов и их смесей с ферментом (на
примере определения необратимого ингибитора), в раз-
работке стратегии определения ингибиторов разных ти-
пов, а также методов представления экспериментальных
данных. Особое внимание уделено факторам, опреде-
ляющим предел детекции аналитической процедуры. В
этой связи нами было введено два ограничения: 1)
взаимодействие фермента с ингибитором протекает в
отсутствие субстрата (наличие субстрата в процессе
ингибирования неизбежно приводит к ухудшению пре-
дела детекции ввиду конкуренции субстрата и ингиби-
тора за активный центр фермента); 2) уверенное опре-
деление ингибирующего эффекта возможно только в
диапазоне остаточной ферментативной активности,
равной 0,1–0,9 Ао, что связано с ошибкой измерения
активности фермента в реальных условиях.

Ингибирование ферментов в однокомпонентных
системах

Из ферментативной кинетики известно, что суще-
ствуют два принципиально разных типа ингибиторов –
обратимые и необратимые.

Необратимое ингибирование
Схема необратимого ингибирования фермента запи-

сывается как:

                   E + I  →  EI,

где I – ингибитор, EI – неактивный комплекс фермент–
ингибитор, kин – константа скорости второго порядка, а
уравнение, описывающие изменение концентрации сво-
бодного фермента от времени, выглядит следующим
образом:

                                    –d[E]t/dt = kин⋅[E]t⋅[I]t ,                               (2)
где [E]t и [I]t – текущие концентрации фермента и инги-
битора в момент времени t соответственно. В анали-

тическом виде решение уравнения (2) имеет сложный
нелинейный вид [20], однако можно выделить два
простых предельных случая – режим титрования чис-
ла активных центров фермента и режим псевдо-перво-
го порядка.

В режиме титрования числа активных центров фер-
мента мы имеем избыток фермента по сравнению с
ингибитором. Тогда при полном протекании реакции
весь ингибитор перейдет в фермент-ингибиторный ком-
плекс. Из уравнения материального баланса следует,
что в этом случае

                [I]o = [EI] = [E]o – [E],                         (3)

и зависимость в координатах (Ао – А = [E]o – [E])/[I]o
(рис. 1) представляет собой прямую линию, отсекаю-
щую на оси абсцисс концентрацию активных центров
фермента в эксперименте (давно известный в энзимоло-
гии метод титрования активных центров фермента нео-
братимыми инактиваторами [21]). С учетом введенных
ограничений диапазон определяемых концентраций ин-
гибитора составляет (0,1–0,9)[E]o, а предел детекции
( 0,1[E]o) зависит от чувствительности метода определе-
ния концентрации фермента.

С точки зрения построения аналитической процеду-
ры подобный метод, безусловно, является потенциально
наиболее чувствительным. К недостаткам его следует
отнести большую продолжительность анализа. Реально
практическое осуществление такой методики возможно
лишь для “быстрых” ингибиторов (высокая величина
kин), когда скорость протекания реакции (1) достаточно
высока (она полностью протекает в приемлемый проме-
жуток времени). Кроме того, для иммобилизованных
ферментов контроль величины [E]o, определяющей пре-
дел детекции и точность расчета концентрации ингиби-
тора, является весьма сложной технологической зада-
чей, так что в данном случае более предпочтительно
использовать растворимые ферменты.

Рис. 1. Калибровочная зависимость для режима титрования
активных центров фермента необратимым ингибитором

(1), (3)

(1)
kин
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Второй предельный случай необратимого ингибиро-
вания – режим псевдо-первого порядка. При большом
избытке ингибитора в реакции (1) можно пренебречь
его расходом (т.е. принять [I]t ≈ [I]0; где [I]0 – начальная
концентрация ингибитора). Тогда уравнение (2) транс-
формируется следующим образом:

          –d[E]t /dt  =  kин[E]t⋅[I]0,                             (4)

а при решении (4) получим:

                ln([E]t /[E]0) = – kин⋅[I]0⋅t.                            (5)

Поскольку измеряемая ферментативная активность
прямо пропорциональна концентрации фермента в ра-
створе, то уравнение (5) при фиксированном времени
реакции фермента с ингибитором (t = const) можно за-
писать в виде:

       ln([E]t /[E]0) = ln(At /A0) = – K⋅[I]0,                      (6)

где А0 – начальная активность фермента, At – актив-
ность фермента, измеряемая после инкубации фермента
с ингибитором в течение фиксированного времени t,
K = kин⋅t. Таким образом, для необратимых ингибиторов
ферментов экспериментальные данные возможно лине-
аризовать в координатах ln(At /A0) от [I]0 (рис. 2). В дан-
ном случае как диапазон определяемых концентраций
ингибитора ((0,1–2,3)/(kин⋅t)), так и предел детекции
(0,1/(kин⋅t)) обратно пропорциональны времени инкуба-
ции фермента с ингибитором.

Понятно, что режим псевдо-первого порядка гораздо
менее чувствителен, чем режим титрования числа ак-
тивных центров, однако такой подход имеет свои пре-
имущества. Предел детекции при подобной процедуре
не зависит от концентрации фермента. Это означает,
что готовые сенсорные элементы, содержащие целевой
фермент (мембраны, электроды и т.д.), не будут менять
своих аналитических характеристик при хранении, даже
если фермент и подвергается инактивации. Необходимо
только определить исходную активность мембраны в
настоящий момент времени, после чего можно пользо-

ваться полученными ранее калибровками. Однако в
данном случае возникает конкретное требование к суб-
страту, используемому для определения остаточной фер-
ментативной активности At. Определение активности
фермента требует некоторого времени, в ходе которого
реакция (1) продолжает идти, что может исказить полу-
чаемые результаты. Чтобы исключить это побочное яв-
ление, субстрат требуется высокоспецифичный и в
большом избытке по сравнению с ингибитором – тогда
в ходе определения остаточной активности фермента
влияние реакции (1) на конечный результат практически
будет сведено к нулю.

Обратимое ингибирование
Схема обратимого ингибирования ферментов выгля-

дит следующим образом:

где k1 и k–1 – константы прямой и обратной реакции
соответственно. Изменение концентрации комплекса
фермент–ингибитор во времени записывается следую-
щим уравнением [22]:

а изменение активности фермента:

Тогда в начальный период времени и/или при боль-
ших концентрациях обратимого медленно реагирующе-
го ингибитора может выполняться условие k1⋅[I]o >> k–1.
В этом случае уравнение (9) после логарифмирования
трансформируется в уравнение (5). Это означает, что
при определенных соотношениях концентраций реаги-
рующих веществ медленно реагирующие обратимые
ингибиторы фермента с кинетической точки зрения
можно рассматривать как необратимые и применять для
обработки экспериментальных данных закономерности
псевдо-первого порядка.

В условиях равновесия скорости прямой и обратной
реакции в схеме (7) равны и концентрации веществ
выражаются через константу ингибирования KI:

Из уравнения материального баланса для фермента
([E]o = [E] + [EI]) следует:

              [E]/[E]o = 1 – [EI]/[E]o.                         (11)

Рис.  2. Калибровочная зависимость для необратимого ингибитора
в режиме псевдо-первого порядка (1), (6)
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Подставляя уравнение (11) в (10) и проводя преобра-
зование, получаем:

                    [E]o/[E] = 1 + [I]/KI.                        (12)

Поскольку при прочих равных условиях активность
фермента А прямо пропорциональна концентрации ак-
тивного фермента [E], а концентрации ингибиторов
обычно много больше, чем концентрация фермента (т.е.
[I]o >> [E]o, и таким образом, [I] ~ [I]o), анализ резуль-
татов удобно проводить в координатах ([А]o/[А] от [I]o).
Калибровочная зависимость в данном случае будет
представлять собой прямую линию с тангенсом угла
наклона, равным 1/KI (рис. 3). Диапазон определяемых
концентраций ингибитора составляет (0,1–9)KI, предел
детекции – 0,1KI. Однако по сравнению с необратимым
ингибированием требования к субстрату, по которому
определяется остаточная ферментативная активность,
несколько иные. Действительно, наличие субстрата не
должно смещать равновесие в реакции (7). Это означа-
ет, что скорость трансформации субстрата должна быть
много выше скорости диссоциации комплекса фермент–
ингибитор, тогда при минимальном времени определе-
ния активности равновесие (и равновесные концентра-
ции компонентов) реакции (7) практически не изменят-
ся. Однако для “быстрых” обратимых ингибиторов (с
высокими скоростями прямой и обратной реакции (7))
остаточная активность фермента будет зависеть от соот-
ношения концентраций субстрата и ингибитора, а сле-
довательно, простое линейное представление результа-
тов, согласно уравнению (12), невозможно.

Определение необратимого ингибитора в двухком-
понентных смесях

При переходе к многокомпонентным смесям ингиби-
торов (простейший случай – двухкомпонентная систе-
ма) наблюдаемая картина резко усложняется. В подоб-
ных случаях возможно определение только суммарной
ингибирующей активности, и выделение ингибирующей
активности индивидуальных компонентов реально толь-

ко при проведении дискриминационных экспериментов
в условиях аддитивности вкладов обоих ингибиторов.
Пара ингибиторов может состоять из двух необрати-
мых, двух обратимых или обратимого и необратимого
ингибиторов. Ситуация осложняется тем, что ингибито-
ры могут взаимодействовать с одним и тем же сайтом
активного центра фермента (назовем такие ингибиторы
взаимозависимыми) или же с разными (взаимонезависи-
мые). В рамках данного изложения мы ограничимся
рассмотрением влияния типа и характера второго инги-
битора (необратимого и обратимого, взаимозависимого
и взаимонезависимого) на процедуры определения нео-
братимого ингибитора.

Второй ингибитор – необратимый
Итак, взаимозависимые ингибиторы конкурируют

друг с другом за активный центр фермента (13), а взаи-
монезависимые не влияют на протекание параллельной
реакции (14).

Рис.  3.  Калибровочная зависимость для быстро-
реагирующего обратимого ингибитора фермента

(7),  (10))

Рис. 4.  Калибровочные зависимости в режиме псевдо-первого
порядка для необратимого ингибитора I1 при наличии в смеси
различных (но фиксированных) концентраций необратимого
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Режим псевдо-первого порядка применим в обоих
случаях и полулогарифмическая зависимость оста-
точной ферментативной активности от времени ре-
акции (5) представляет собой сумму двух членов,
пропорциональных концентрации соответствующего
ингибитора и его бимолекулярной константы взаи-
модействия:

            ln([E]t/ [E]0) = ln(At/A0) = –(kин1 [I1]o + kин2⋅ [I2]o) ⋅t         (15)
Это означает, что калибровочные зависимости для I1

в присутствии разных (но фиксированных) концентра-
ций I2 будут представлять собой набор параллельных
прямых с тангенсом угла наклона, равным –kин1⋅t , и
отрезком, отсекаемым на оси ординат (сдвиг по оси
ln(At/A0)), равным –kин2⋅ [I2]o⋅t (рис. 4). Таким образом, в
режиме псевдо-первого порядка вклады ингибирующей
активности двух необратимых ингибиторов в полулога-
рифмических координатах ln(At/A0)/[I] аддитивны. При
наличии возможности в независимом эксперименте оп-
ределить концентрацию второго необратимого ингиби-
тора [I2]o можно пользоваться калибровочными зависи-
мостями для индивидуального ингибитора I1 для расче-
та его концентрации.

Однако в режиме титрования числа активных цент-
ров фермента аддитивность вкладов ингибирующей ак-
тивности компонентов смеси и грамотное применение
уравнения (3) возможны только в случае взаимозависи-
мых ингибиторов (13):

                      [I1]o + [I2]o = [EI1] + [EI2] = [E]o – [E].                  (16)
Для взаимонезависимых ингибиторов (14) последний

член уравнения материального баланса (концентрация
тройного комплекса) определяется как соотношением
концентраций ингибиторов в смеси, так и константами
их взаимодействия с ферментом:

                      [E]o – [E] = [EI1] + [EI2] + [EI1I2],                         (17)
что не позволяет в данном случае получать достовер-
ные результаты с использованием режима титрования
активных центров фермента.

Рис. 5. Калибровочные зависимости для необратимого ингиби-
тора в присутствии взаимозависимого обратимого ингибитора I2

(схема (19))

Второй ингибитор – обратимый
С точки зрения определения необратимого ингиби-

тора наиболее простым кинетическим случаем явля-
ется наличие в смеси взаимонезависмого обратимого
ингибитора (18):

В полулогарифмических координатах типа (5) калиб-
ровочные зависимости для необратимого ингибитора I1
в присутствии различных концентраций обратимого I2
будут представлять собой набор параллельных прямых
(аналогично рис. 4) с тангенсом угла наклона, равным
kин⋅t, и отрезком, отсекаемым на оси ординат, равным
ln{Ao/(1 + [I2]o/KI)}.

Гораздо более сложная ситуация реализуется в слу-
чае наличия в смеси обратимого взаимозависимого
ингибитора (19):

Скорость инактивации фермента необратимым ин-
гибитором зависит от свободной концентрации фер-
мента. В свою очередь, свободная концентрация фер-
мента определяется его взаимодействием с обратимым
ингибитором.

Таким образом, не только отрезок, отсекаемый на
оси ординат (–ln{Ao/(1 + [I2]o/KI)}), но и тангенс угла
наклона калибровочной зависимости для необратимого
ингибитора I1 (–kин/(1 + [I2]o/KI)) становится зависимым
от концентрации обратимого ингибитора I2. Равновес-
ный комплекс EI2 (19) служит в данном случае в каче-
стве своеобразного “депо” для фермента, высвобождая
свободный фермент в раствор по мере его инактивации
необратимым ингибитором. Это приводит к тому, что
при высоких концентрациях обратимого ингибитора мы
можем наблюдать кажущийся “активационный” эффект
обратимого ингибитора по отношению к действию нео-
братимого (рис. 5).

На основании вышесказанного можно сделать следу-
ющий вывод: знание механизмов взаимодействия инги-
биторов с ферментом позволяет выбирать правильную
стратегию создания аналитической процедуры, основан-
ной на ингибиторном анализе, с представлением экспе-
риментальных данных в виде удобных прямолинейных
зависимостей.

(18)

(19)

E
I1, kин1

I2, K1

EI1

E
I1, kин1 EI1

EI1I2

I2, K1

I1, kин1

I2, K1

EI2
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