
225

УДК 577

КАК ПОВЫСИТЬ ТОЧНОСТЬ ОЦЕНКИ НАЧАЛЬНОЙ СКОРОСТИ 
ФЕРМЕНТАТИВНОЙ РЕАКЦИИ
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Предложен новый алгоритм расчёта начальной скорости ферментативной реакции в начальный момент 
времени, который позволяет свести к минимуму систематическую ошибку измерений, оценивать ско-
рость реакции независимо от уровня активности разных образцов фермента, а также существенно со-
кратить время анализа. Исследования выполнены на примере альфа-амилазы слюны и стандартного 
набора реа гентов. Метод не следует применять в случае, если в аналитическую процедуру включены 
сопряженные системы ферментов, поскольку на кине тической кривой имеется длительная начальная 
лаг-фаза.
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При стандартных прямых кинетических измере-

ниях активности ферментов скорость реакции опре-

деляется как среднее значение за достаточно 

протяжён ный промежуток времени. Однако из 

теории следует, что скорость, максималь ная в на-

чальный момент, неуклонно уменьшается в связи с 

расходованием суб страта, и это происходит тем 

быстрее, чем выше активность фермента. В ре-

зультате появляется систематическая ошибка, под-

час грубая, которую невоз можно ни оценить, ни 

скорректировать.
1

В настоящей работе приведён новый алгоритм 

расчёта начальной скорости ферментативной реак-

ции, который позволил свести к минимуму эту сис-

тематическую ошибку, с одинаковой точностью 

измерять скорость реакции независимо от уровня 

активности разных образцов фермента, а также су-

щественно сократить время анализа.

Исследования выполнены на примере альфа-

амилазы слюны и стандартного набора реа гентов 

(SpinReact, Испания). Метод основан на прямом 

фотометрическом определе нии активности амилазы 

в кинетическом режиме с использованием хромо-

генного субстрата (CNPG3), когда через 30 с от на-

чала реакции фиксируется время, затем в течение 

3 мин каждые 60 с делают измерение поглощения 

инкубационной среды и рассчитывают среднее из-

менение поглощения раствора за минуту [1, 2].
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На рис. 1 представлены кинетические кривые 

амилазной реакции образцов слюны шести из 20 

участников эксперимента с низкими, средними и 

высоки ми уровнями активности фермента. В отли-

чие от стандартного протокола изменение погло-

щения инкубационной среды регистрировали еже-

секундно (спектрофотометр PerkinElmer Lambda 35 

с перемешиванием и термостатированием).

Техническую сложность представляет начальный 

участок кинетической кривой, который, собственно, 

и должен использоваться для расчета максималь ной 

начальной скорости реакции с целью последующего 

вычисления фермента тивной активности [3]. Мо-

мент добавления образца фермента к субстратной 

смеси может резко искажать форму кривой на самых 

первых секундах от начала реакции (рис. 2).

Эту проблему удалось решить путём аппрокси-

мации начального участка кинетической кривой 

(в пределах 10–40 с) квадратичным уравнением вида 

y = a + b · x + c · x2
, где x – регистрируемое время. 

Пересечение аппроксимированной кривой с “ну-

левым” уровнем реакции определяет истинный мо-

мент начала фер ментативного процесса (рис. 2). Все 

расчёты и графики выполнены с использованием  

скриптов, написанных нами на языке программи-

рования R [4].

Скорость реакции – первая производная аппрок-

симированной кривой – определяется уравнением 

y  = b + c · x. Экстраполяция значения скорости на 

момент старта реакции (скорректированное значе-

ние x) представляет собой ис комую начальную ско-

рость реакции. На графике – это жирная точка в ле-

вом верхнем углу (рис. 3, точка 4).

ДОКЛАДЫ АКАДЕМИИ НАУК, 2019, том 488, № 2, с. 225–228

БИОХИМИЯ, БИОФИЗИКА, 
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ



Рис. 1. Кинетические кривые амилазной реакции образцов слюны шести из 20 участников эксперимента с низкими, 

средними и высоки ми уровнями активности фермента.

Рис. 2. Расчёт координаты точки начала реакции: аппроксимация квадратичной моделью начального участка кине-

тической кривой.  1 –  “нулевая” реакция; 2 – кинетическая кривая;  3 – участок кинетической кривой, выбранный 

для расчёта аппрок симации; 4 – расчётное время начала реакции; 5 – ежесекундные измерения поглощения.
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Предлагаемая нами аппроксимация квадра-

тичным уравнением начального участка кинетиче-

ской кривой и его численное дифференцирование 

сделали воз можным оценивание “истинной” точеч-

ной начальной скорости вме сто усредненной. В слу-

чае высокой активности фермента это точечное 

значение могло на порядок превышать общеприня-

тое усредненное.

Таким образом, внесённые нами изменения в 

стандартный протокол позво ляют расширить диа-

пазон измеряемых скоростей ферментативной ре-

акции, с одинаковой точностью определять началь-

ную скорость независимо от уровня активности 

фермента, а также минимизировать время выпол-

нения анализа.

Наши рекомендации можно распространить и на 

исследования других ферментов в области биологии, 

экспериментальной и клинической медицины, ве-

теринарии, биотехнологии и в иные сферы, где ана-

лизируются или используются ферменты.

Предлагаемый алгоритм нельзя применять в слу-

чае, если в аналитическую процедуру включены 

сопряженные системы ферментов, поскольку на 

кине тической кривой имеется длительная начальная 

лаг-фаза [5].
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Рис. 3. Расчёт начальной скорости реакции. 1 – изменение поглощения в ходе реакции;   2 – аппроксимированный 

квадратичной моделью начальный участок кинетической кривой; 3 – скорость реакции в этом интервале (первая 

производная скорректированной ки нетической кривой);  4 – оценка значения начальной скорости реакции.
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AN APPROACH TO BETTER ESTIMATION OF THE INTIAL VELOCITY 
OF ENZYME REACTIONS
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A new algorithm for computation of initial velocity of enzyme reaction at the time zero is proposed. This algorithm 
makes it possible to reduce systematic error of measurements to the minimum, to estimate reaction velocity in 
testing samples regardless of the enzyme activity levels and to minimize assay time. The study is illustrated by an 
example of salivary alpha-amylase and standard reagent kit. The algorithm should not be applied if conjugated 
enzyme systems are used because there is a long initial lag-phase in the kinetic curve.

Keywords: enzyme kinetics, initial reaction velocity, salivary alpha-amylase.
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