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Наблюдение за поведением одиночных молекул цитохрома P450 BM3 проводили с по-
мощью двух наносенсоров — электрического нанопорового детектора (ЭНПД) и 
атомно-силового микроскопа (АСМ). ЭНПД на базе твердотельной нанопоры, сфор-
мированной в неорганической подложке на основе нитрида кремния, использовали для 
регистрации функциональной активности P450 BM3 в реакции гидроксилирования ла-
урата в присутствии NADPH. Функциональная активность исследованного фермен-
та подтверждена методом спектрофотометрии (СФ). С помощью АСМ визуализиро-
вали динамику поведения молекул фермента на поверхности неорганической 
подложки. Полученные результаты наглядно демонстрируют перспективность ис-
пользования нанотехнологических детекторов для определения физико-химических 
свойств ферментов на уровне единичных молекул с целью более глубокого понимания 
фундаментальных принципов функционирования ферментных систем. 
 
Ключевые слова: цитохром P450, твердотельная нанопора, ферментативная активность, 
атомно-силовая микроскопия, спектрофотометрия. 
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Введение 
 
Устройства с наноразмерными чувстви-

тельными элементами, сопоставимыми по 
геометрическим размерам с единичными мак-
ромолекулами белков и нуклеиновых кислот, 
все шире используются в фундаментальных ис-
следованиях. Так, атомно-силовой микроскоп 

(АСМ) позволяет визуализировать единичные 
макромолекулы белков, включая ферменты  
[1, 2], адсорбированных на твердой поверх- 
ности; в свою очередь, электрические детек-
торы (ЭНПД) на базе твердотельных нанопор 
позволяют регистрировать единичные макро-
молекулы ферментов [3, 4] и проводить мони-
торинг ферментативных процессов [5, 6].  
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Процессы в живых организмах катали-
зируются ферментами [7], поэтому для пони-
мания какого-либо процесса необходимо 
иметь детальное представление о механизме и 
кинетике функционирования регулирующих 
его ферментов. В настоящий момент для изу-
чения кинетики ферментативных процессов в 
подавляющем большинстве случаев исполь-
зуют макроскопические методы; в этих мето-
дах регистрируют усредненный сигнал, по-
ступающий от ансамбля из большого числа 
молекул изучаемого фермента [8]. Анализ ки-
нетики ферментативного каталитического 
процесса на уровне единичных молекул явля-
ется более глубоким и информативным и ис-
ключительно полезен для понимания процес-
сов, протекающих в живых клетках [8]. В этой 
связи очевидна перспективность использова-
ния ЭНПД для изучения ферментативных 
процессов на уровне единичных молекул. 
Принцип работы ЭНПД заключается в реги-
страции ионного тока, протекающего через 
нанопору, сформированную в неорганической 
мембране, которая разделяет две камеры с 
раствором электролита [4–6]. Макромолекула 
исследуемого фермента, которую встраивают 
в нанопору, частично перекрывает нанопору, 
модулируя протекающий через нанопору ион-
ный ток. В процессе ферментативного катали-
за происходят изменения структуры макро- 
молекулы фермента в нанопоре, что, соответ-
ственно, вызывает флуктуации ионного тока, 
которые и регистрируются. 

Следует также отметить важность ис-
пользования АСМ для изучения физико-
химических свойств единичных макромолекул 
ферментов – таких, как адсорбционные [2], 
диффузионные свойства [9] и ферментативная 
активность [1]. Так, ранее было продемон-
стрировано успешное использование АСМ 
для определения активности единичных моле-
кул фермента цитохрома P450 BM3 [1]. 

В представленной работе предложено 
использование ЭНПД на базе твердотельной 
нанопоры для регистрации ферментативной 
активности единичной молекулы цитохрома 
P450 BM3 в реакции гидроксилирования лау-
рата в присутствии NADPH. Твердотельную 
нанопору формировали в мембране из нитри-
да кремния (Si3N4, далее SiN). Взаимодействие 
молекулы фермента с поверхностью неорга-
нической мембраны может оказывать влияние 

на процесс встраивания этой молекулы в 
нанопору. В этой связи нами предложено па-
раллельно с ЭНПД и спектрофотометрией  
(далее СФ) использование АСМ для изучения 
поведения исследуемого фермента на твердой 
поверхности неорганической кремнийсодер-
жащей подложки. Учитывая позитивный опыт 
комбинированного использования нанотехно-
логических (атомно-силовая микроскопия) и 
макроскопических (СФ) методов исследова-
ния физико-химических свойств ферментов 
[2], в настоящей работе предложено использо-
вание этого подхода применительно к цито-
хрому P450 BM3. Использование классиче-
ского метода СФ [10] позволяет подтвердить 
функциональную активность исследуемого 
фермента [2]. 

В качестве объекта исследования в 
наших экспериментах использован цитохром 
P450 BM3, принадлежащий к суперсемейству 
гем-содержащих монооксигеназ – цитохромов 
P450 – и катализирующий монооксигенацию 
жирных кислот [11]. Этот фермент является 
каталитически самодостаточным [11], то есть 
для его функционирования не требуются  
белки-партнеры. Этот факт делает цитохром 
P450 BM3 очень удобным модельным объек-
том для изучения системы цитохрома P450, 
играющей ключевую роль в метаболизме ксе-
нобиотиков [12]. 

Цель настоящей работы — исследование 
динамики поведения единичной молекулы ци-
тохрома P450 BM3 на неорганической под-
ложке как до, так и в процессе ферментатив-
ной реакции. 

 
 

Материалы и методы 
 

Постановка работы. Для изучения 
функционирования единичной молекулы P450 
BM3 в реакции гидроксилирования лаурата в 
присутствии восстановленной формы никоти-
намидадениндинуклеотидфосфата (NADPH) 
использовали ЭНПД на базе твердотельной 
нанопоры, сформированной в мембране из SiN. 
Параллельно подтверждали функциональную 
активность фермента в этой реакции класси-
ческим методом СФ [12]. Для визуализации 
поведения молекул исследуемого фермента на 
поверхности неорганической кремнийсодер-
жащей подложки эти молекулы визуализиро-
вали при помощи АСМ в жидкости. 
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Реактивы и фермент. В работе исполь-
зовали цитохром CYP102A1 дикого типа ко-
торый был любезно предоставлен профессо-
ром А. В. Манро (A. W. Munro; Университет 
Манчестера, Великобритания); фермент был 
экспрессирован и препарирован, как описано 
Neeli et al. [10]. Фермент был также экспрес-
сирован А. В. Грудо (Институт биоорганиче-
ской химии НАН Беларуси, Минск, Республи-
ка Беларусь). Лаурат натрия (чистота  99 %) 
и NADPH были закуплены у фирмы Sigma 
(США). Гидроокись калия (ч.д.а.) и одноза-
мещенный фосфат натрия (Na2HPO4, ч.д.а.) 
были приобретены в Реахим (Москва). Хлори-
стый калий (KCl) был закуплен у фирмы Fluka 
(ФРГ). Фосфатно-солевой буфер в модифика-
ции Дульбекко (буфер ФСБ-Д, pH 7,4; 
8 ммоль/л NaHPO4, 2 ммоль/л KHPO4, 
140 ммоль/л NaCl, 10 ммоль/л KCl) готовили 
из смеси солей, приобретенных у компании 
Pierce (США). Все растворы, использованные 
в экспериментах, были приготовлены с ис-
пользованием деионизированной ультрачи-
стой воды (18,2 MОмсм), полученной с по-
мощью установки Simplicity UV (Millipore, 
Франция). 

Измерения при помощи ЭНПД. ЭНПД 
включал в себя жидкостную измерительную 
ячейку с двумя камерами объемом 700 мкл 
каждая, отделенными друг от друга SiN мем-
браной толщиной 40 нм. В этой мембране ме-
тодом электронно-лучевого сверления при 
помощи просвечивающего электронного мик-
роскопа (ПЭМ) JEM-2000F (JEOL, Япония) 
была сформирована нанопора диаметром 
 5 нм. Перед экспериментами обе камеры за-
полняли ультрачистой водой, которую в экс-
периментах заменяли на чистый 2 ммоль/л 
ФСБ-Д, содержащий 0,6 моль/л KCl. В одну 
из камер добавляли раствор цитохрома P450 
BM3, лаурат натрия и NADPH до достиже- 
ния конечных концентраций 10 нмоль/л, 
500 мкмоль/л и 200 мкмоль/л, соответственно. 
После каждого измерения чип промывали 
ультрачистой водой. В измерениях между 
объемами камер прикладывали постоянное 
напряжение – 400 мВ с использованием элек-
тродов Ag/AgCl. Ионный ток измеряли  
в частотном диапазоне 1000 Гц с помощью 
усилителя с уровнем внутреннего шума 
 0,3 пА и регистрировали с помощью 16-бит- 
ного аналого-цифрового преобразователя 

(АЦП). Сигнал обрабатывали с помощью 
фильтра Баттерворта с частотой 1 кГц. Детек-
тор был экранирован посредством ячейки  
Фарадея для предотвращения воздействия на 
него внешних электромагнитных помех. 

Измерения при помощи АСМ. Для иссле-
дования поведения цитохрома P450 BM3  
на поверхности неорганической подложки 
фермент адсорбровали на поверхность под-
ложки из свежесколотой слюды из 2 мкл 
0,25 мкмоль/л раствора фермента в 10 ммоль/л 
ФСБ-Д с pH 7.4, который инкубировали на 
поверхности подложки в течение 3 мин, после 
чего смывали ультрачистой водой. Подготов-
ленную таким образом подложку помещали в 
измерительную ячейку высокоскоростного 
АСМ RIBM (изготовлен проф. Т. Андо, Япо-
ния), содержащую 2,5 ммоль/л ФСБ-Д с pH 7.4. 
АСМ-сканирование проводили в жидкости с 
использованием зондов NanoWorld с радиусом 
кривизны менее 10 нм и золотым покрытием 
(длина балки зонда 2,5 мкм; резонансная ча-
стота кантилевера в воздухе и в жидкости 
 1,5 МГц и 0,9 МГц, соответственно; кон-
станта жесткости  0,6 Н/м). 

Спектрофотометрические измерения. 
Активность цитохром P450 BM3 в реакции 
гидроксилирования лаурата определяли по 
методике, разработанной Neeli et al. [10], при 
помощи спектрофотометра модели 8453 
(Agilent Deutschland GmbH, ФРГ). В экспери-
ментах 2 мкл 50 мкмоль/л сток-раствора фер-
мента пипетировали в кварцевую кювету объ-
емом 3 мл с длиной оптического пути 1 см, 
содержащую 500 мкмоль/л лаурата натрия в 
50 ммоль/л фосфатном буферном растворе с 
pH 7,0, и тщательно перемешивали. После 
этого в кювету пипетировали раствор NADPH 
в том же буферном растворе так, что конечная 
концентрация NADPH в кювете составляла 
200 мкмоль/л [10], и сразу же начинали реги-
страцию зависимости поглощения раствора в 
кювете от времени. Измерения проводили при 
длине волны 340 нм в течение 600 с при тем-
пературе 25 С. 

 
 

Результаты и их обсуждение 
 

Рассмотрим поведение фермента в про-
цессе катализируемой им реакции. На рис. 1 
представлены типичные зависимости погло-
щения реакционного раствора при длине вол-
ны 340 нм (A340) (слева) и ионного тока (I) 
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(справа) от времени (t), полученные при 
наблюдении за процессом ферментативной 
реакции методом СФ и при помощи ЭНПД, 
соответственно. 

Зависимость A340(t), иллюстрирующая 
кинетику расходования NADPH в процессе 
ферментативной реакции [10] и показанная на 
рис. 1, подтверждает, что в эксперименталь-
ных условиях функциональная активность ис-
следуемого фермента была вполне достаточ-
ной для осуществления ферментативного 
процесса. В самом деле, значение активности 
цитохрома P450 BM3, определенное по ре-
зультатам наших экспериментов, составило 
20 c–1. Это значение хорошо соотносится с та-
ковым, полученным Neeli et al. в тех же экспе-
риментальных условиях (50  2 c–1 [10]). 
Необходимо подчеркнуть, что ферментатив-
ная реакция гидроксилирования лаурата в 
присутствии цитохрома P450 BM3 протекает 
лишь в присутствии донора электронов – 
NADPH [10]. Характерные пики с амплитудой 

2–3 пА, свидетельствующие о флуктуациях 
встроенной в нанопору макромолекулы фер-
мента в процессе катализа [6], наблюдаются 
на кривой зависимости I(t) лишь при условии 
присутствия в камере измерительной ячейки 
всех компонентов реакционной смеси и не 
наблюдаются в отсутствие NADPH. Отметим, 
что характерные пики наблюдаются на кривой 
I(t) в течение не менее 1200 с, что свидетель-
ствует о сохранении этой молекулой активно-
сти в течение этого периода времени. 

Как отмечено во введении, АСМ позво-
ляет наблюдать за поведением биологических 
макромолекул на поверхности твердых неор-
ганических подложек [13]. В наших экспери-
ментах на АСМ при сканировании в жидкости 
(буферном растворе с pH 7,4) было обнаруже-
но, что макромолекулы фермента перемеща-
ются вдоль поверхности подложки, т. е. 
наблюдался процесс поверхностной диффузии 
[13]. АСМ-изображения, представленные на 
рис. 2, иллюстрируют этот факт. 
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Рис. 1. Зависимости A340(t) (слева) и I(t) (справа), полученные при наблюдении за процессом  
ферментативной реакции методом СФ и при помощи ЭНПД, соответственно.  

На вставке представлено ПЭМ-изображение нанопоры ЭНПД 
 

 
 

Рис. 2. АСМ-изображения макромолекул BM3 в жидкости, последовательно полученные  
на высокоскоростном АСМ. Время на кадр 1 с. Область сканирования 200200 нм. Шкала высот от 0  

до 4,5 нм. Кадры получены в моменты времени 0 с (слева), 23 с (в центре) и 60 с (справа) 
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Отметим, что на поверхности слюды 
экспонированы силанольные (Si-OH) группы 
[14]. Эти же группы присутствуют на поверх-
ности материала мембраны (Si3N4) [15]. Сле-
довательно, можно ожидать, что поведение 
молекул исследуемого фермента на поверхно-
сти мембраны с нанопорой сходно с его пове-
дением на поверхности слюды, визуализиро-
ванным посредством АСМ в растворе с тем же 
значением pH, при котором проводили экспе-
рименты на ЭНПД. Из этого можно сделать 
вывод о том, что процесс поверхностной диф-
фузии молекул фермента может оказывать 
влияние на их транспорт по направлению к 
нанопоре и встраивание в нее. 

 
 

Заключение 
 
Таким образом, экспериментально про-

демонстрирована возможность использования 
ЭНПД для наблюдения за поведением еди-
ничной молекулы цитохрома P450 BM3 в 
процессе реакции гидроксилирования лаурата, 
катализируемой этой молекулой. Активность 
фермента в исследуемой реакции подтвер-
ждена методом СФ. Методом АСМ визуали-
зирован процесс поверхностной диффузии 
молекул фермента на неорганической под-
ложке, который может оказывать влияние на 
их транспорт по направлению к нанопоре и 
встраивание в нее.  

 
__________________ 
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Nanotechnology-based sensors for monitoring single molecules  
of cytochrome P450 BM3 
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Nanotechnology-based sensors – an electrical nanopore detector (ENPD) and an atomic force 
microscope (AFM) – were used to monitor the behaviour of single molecules of cytochrome 
P450 BM3 enzyme. An ENPD, based on a solid-state nanopore formed in silicon nitride, has 
been used to monitor the functional activity of P450 BM3 in the reaction of laurate hydroxyla-
tion in the presence of NADPH. The functional activity of the studied enzyme has been con-
firmed by spectrophotometry. Using AFM, the dynamics of the enzyme molecules on the sur-
face of an inorganic substrate has been visualized. The obtained results clearly demonstrate 
the potential of using nanotechnology-based detectors to determine the physicochemical prop-
erties of enzymes at the single-molecule level, thus gaining a deeper understanding of the fun-
damental principles of functioning of enzyme systems. 
 
Keywords: cytochrome P450, solid-state nanopore, enzymatic activity, atomic force microscopy, 
spectrophotometry. 
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