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Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) исследована адсорбция фермента  
L-аспарагиназы (L-ASNase) E. carotovora на слюду в диапазоне температур от 25 C до 
60 C. Выявлены термически индуцированные изменения олигомерного состояния  
L-ASNase и ее адсорбционной способности на слюде. Максимум адсорбции L-ASNase в 
виде отдельных глобул наблюдается при 45 C. При 55 C фермент адсорбируется в 
виде нитевидных структур, а при 60 C теряет адсорбционную способность. Полу-
ченные результаты принципиально важны для разработки электрических молекуляр-
ных детекторов на базе твердотельных нанопор (ЭДТНП), предназначенных для изу-
чения механизма и кинетики ферментативного катализа, а также могут 
представлять интерес для разработки противораковых препаратов. 
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Введение 
 
Фермент L-аспарагиназа (L-ASNase) от-

носится к гидролазам и катализирует превра-
щение L-аспарагина в аспартат [1]. L-ASNase 
(II типа) нашла применение в терапии онколо-
гических заболеваний – в частности, лим-
фобластного лейкоза [2]. Этот фермент также 
используется в пищевой промышленности для 
предотвращения либо уменьшения образова-
ния акриламида в пищевых продуктах при их 

тепловой обработке [3]. В связи с последним, 
большой интерес представляет исследование 
эффектов воздействия повышенных темпера-
тур на физико-химические свойства L-ASNase 
[3, 4]. 

Для исследования термостабильности 
бактериальных L-аспарагиназ II типа в насто-
ящее время повсеместно используются спек-
троскопические методы [4, 5], не позволяю-
щие получать сигнал от единичных молекул 
исследуемого фермента [6]. Исследование  
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физико-химических свойств единичных моле-
кул ферментов, в свою очередь, позволяет 
глубже изучить кинетику и механизм фермен-
тативного катализа [6]. Для этого используют 
молекулярные детекторы – атомно-силовой 
микроскоп и электрические детекторы на базе 
твердотельных нанопор (ЭДТНП). ЭДТНП 
позволяют регистрировать каталитическую 
активность единичных макромолекул фермен-
тов [7], что принципиально важно для изучения 
кинетики и механизма ферментативного ката-
лиза [6, 8]. Отметим, что ключевым элементом 
ЭДТНП является неорганическая мембрана,  
часто изготавливаемая на основе соединений 
кремния [9] с твердотельной нанопорой [7]. 
Адсорбция исследуемого фермента на по-
верхность этой мембраны и поведение фер-
мента на этой поверхности могут кардинально 
влиять на результаты исследования его функ-
ционирования с помощью ЭДТНП. Таким об-
разом, принципиально важной задачей являет-
ся исследование адсорбции ферментов на 
неорганические кремнийсодержащие поверх-
ности. Атомно-силовая микроскопия (АСМ) 
позволяет визуализировать единичные макро-
молекулы ферментов [10, 11] и регистриро-
вать малейшие изменения их адсорбционных 
свойств. В качестве подложек в АСМ часто 
используют слюду – соединение кремния, хи-
мические свойства поверхности которого 
сходны с таковыми материалами мембраны 
ЭДТНП – нитрида кремния Si3N4 [12, 13]. 

Цель настоящего исследования – иссле-
дование адсорбции L-ASNase II типа на слюду 
в условиях теплового воздействия на фермент.  

 
 

Материалы и методы 
 
Постановка работы. Изменения ад-

сорбционных свойств фермента в зависимости 
от температуры изучали методом АСМ в диа-
пазоне температур от 25 до 60 C. 

Реактивы и фермент. Фермент L-аспа- 
рагиназа E. carotovora был получен и очищен 
в лаборатории медицинской биотехнологии 
ИБМХ в соответствии с ранее опубликован-
ными протоколами [14]. Лиофилизированный 
порошок фермента растворяли в 2 ммоль/л 
фосфатно-буферном растворе модификации 
Дульбекко (ФСБ-Д) и разбавляли до требуе-
мой в эксперименте концентрации. ФСБ-Д 

(pH 7,4; 2 ммоль/л фосфат, 30 ммоль/л NaCl) 
готовили из смеси солей, приобретенных у 
компании Pierce (США). Все растворы, ис-
пользованные в экспериментах, готовили с 
использованием деионизированной ультра- 
чистой воды (18,2 MОмсм), полученной с по-
мощью установки Simplicity UV (Millipore, 
Франция). 

Атомно-силовая микроскопия. Образцы 
раствора фермента сначала нагревали в мик-
ропробирке до требуемой температуры, а за-
тем фермент адсорбировали из этого раствора 
на слюдяные подложки для АСМ следующим 
образом.  

Сначала 0,1 мкмоль/л раствор L-ASNase 
в 2 ммоль/л ФСБ-Д (pH 7,4) помещали в тер-
мостатируемый встряхиватель Thermomixer 
Comfort (Eppendorf, Германия) и последова-
тельно нагревали до требуемых значений тем-
ператур (25 С, 30 С, 45 С, 55 С и 60 С). 
При каждой из этих температур отбирали две 
пробы раствора объемом 1 мл, и нагрев про-
должали до достижения температуры 60 С. 
Затем фермент из образцов, обработанных, 
как описано выше, адсорбировали методом 
непосредственной адсорбции [15] на подлож-
ки для АСМ из свежесколотой слюды. Каж-
дый образец раствора фермента объемом 1 мл 
пипетировали в пробирку типа Эппендорф 
объемом 1,7 мл, и в раствор погружали пря-
моугольную пластинку слюды сорта мусковит 
(SPI, США) размером 715 мм. Пробирку 
непрерывно встряхивали со скоростью 
600 об/мин при комнатной температуре (25 С) 
в течение 10 мин. После этого АСМ-подложку 
вынимали из раствора фермента, помещали в 
другую пробирку с 1 мл воды и снова встря-
хивали при 600 об/мин и комнатной темпера-
туре (25 С) в течение 10 мин для удаления 
буферных солей с ее поверхности. Все изме-
рения методом АСМ выполняли на приборе 
NTEGRA PRIMA (НТ-МДТ, Зеленоград, Рос-
сия) в режиме прерывистого контакта на воз-
духе в контролируемых условиях (температу-
ра 25 С, влажность воздуха 55 %). Для 
каждой подложки было получено не менее 25 
сканов размером 2 мкм  2 мкм с разрешением 
256256 точек. 

Анализ данных АСМ (включая расчет 
распределений изображений АСМ молекул 
фермента по высоте (h) и числа молекул 
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фермента, нормированного на 400 мкм2 пло-
щади подложки АСМ N400) выполняли, как 
описано ранее [16]. 

 
 

Результаты и их обсуждение 
 

На рис. 1 представлены типичные АСМ-
изображения L-ASNase, адсорбированной на 
слюду из растворов, выдержанных при темпе-
ратурах 25 С, 30 С, 45 С и 55 С, и типич-
ные кривые распределений (h), полученные 

для образцов фермента, обработанных при 
25 С, 30 С, 45 С или 55 С. При 60 С ад-
сорбция фермента не наблюдалась. 

Представленные АСМ-изображения ил-
люстрируют, что в диапазоне температур от 
25 до 45 С фермент адсорбировался на слюду 
в форме отдельных глобул, тогда как нагрева-
ние раствора фермента до 55 С приводило к 
его адсорбции в форме нитевидных структур. 
Последний факт указывает на значительную 
денатурацию фермента при 55 С.  
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Рис. 1. Типичные АСМ-изображения и кривые распределений (h) L-ASNase, адсорбированной на слюде  
из растворов, выдержанных при 25 С, 30 С, 45 С или 55 С. Эллипсами выделены изображения  

денатурированных структур фермента. Размер АСМ-изображений 2 мкм  2 мкм.  
Экспериментальные условия: концентрация раствора фермента 0,1 мкмоль/л, pH 7,4 

 
 
На рис. 1 синяя кривая показывает, что 

максимум распределения (h) для образца  
L-ASNase, адсорбированной на слюде при 
25 С, соответствует значению высоты hmax = 
= 2,4 нм. В предыдущих исследованиях друго-
го фермента – пероксидазы хрена (ПХ), моле-
кулярная масса которой (44 кДа [17]) сопоста-
вима с молекулярной массой L-ASNase 
(36 кДа [18]), было показано, что максималь-
ная высота АСМ-изображений мономерной 
формы ПХ на слюде составляет 1,0–1,2 нм 
[10, 11]; высота же АСМ-изображений агрега-
тов ПХ высоких порядков на слюде состав- 
ляет  2,4 нм [11]. Исходя из этих соображе-
ний, мы заключаем, что после обработки при 
25 С L-ASNase адсорбируется на слюде в ви-
де агрегатов с высотой АСМ-изображений 
около 2,4 нм. 

При выдержке L-ASNase при более вы-
соких температурах (от 30 до 45 С) наблю- 

дается уменьшение hmax до значений 1,6 и 
1,4 нм (рис. 1, оранжевая и зеленая кривые). 
Этот факт указывает на дезагрегацию L-ASNase 
с увеличением относительного содержания 
мономерной формы фермента в общем числе 
частиц, адсорбированных на слюде. 

АСМ-изображения отдельных молекул 
L-ASNase достаточно хорошо различимы при 
всех исследованных значениях температуры 
вплоть до 45 С, но при более высокой темпе-
ратуре (55 С) компактные объекты практиче-
ски не наблюдаются (рис. 1). Отсутствие ком-
пактных объектов на АСМ-изображениях, 
полученных в экспериментах с ферментом, 
выдержанным при 55 С, указывает на то, что 
молекулы фермента претерпевают значитель-
ные структурные изменения при этой высокой 
температуре. Эти изменения приводят к обра-
зованию вытянутых структур на слюде 
(рис. 1), при этом адсорбция фермента в его 
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«обычной» форме не наблюдается. В экспе-
риментах, проведенных при 55 С, визуализи-
руются только нитевидные структуры денату-
рированного фермента. Высота АСМ-изобра- 
жений этих структур составляет от 0,5 до 0,8 нм. 
Дальнейшее повышение температуры до 60 С 
приводит к полному исчезновению адсорбции 
фермента на слюде: после обработки фермен-
та при такой высокой температуре не наблю-
даются ни компактные объекты, ни нитевид-
ные структуры. Отметим, что число частиц 
фермента N400, адсорбированных на слюду 
при температурах 25, 30, 45 и 55 С, составля-
ло 1003, 540, 1605 и 159 частиц/400 мкм2,  
соответственно. 

Таким образом, исследование темпера-
турной денатурации L-ASNase методом АСМ 
показало, что при 25 С фермент адсорбируется 
на слюде в агрегированной форме. Повыше-
ние температуры до 30 С привело к двукрат-
ному уменьшению числа N400 адсорбирован-
ных на слюде частиц фермента. Последний 
факт указывает на температурно-индуциро- 
ванные изменения конформации глобул фер-
мента, которые привели к снижению адсорб-
ции фермента. На основании значений N400 и 
кривых (h) (рис. 1) можно сделать вывод, что 
повышение температуры способствует деза-
грегации фермента и адсорбции большего 
числа частиц фермента в мономерной форме. 
Эти явления, вероятно, связаны с процессами 
температурной денатурации фермента. Даль-
нейшее повышение температуры до 45 С 
способствует адсорбции фермента, указывая 
на продолжение процессов денатурации, ко-
торые приводят к изменениям конформации 
глобул фермента. Последний факт способ-
ствует более прочному связыванию фермента 
с поверхностью слюды. Еще раз подчеркнем, 
что максимальная адсорбция L-ASNase на 
слюде наблюдается при 45 С. Однако даль-
нейшее повышение температуры до 55 С 
приводит к резкому снижению адсорбции 
фермента, сопровождающемуся появлением 
нитевидных структур денатурированного 
фермента. При 60 С фермент полностью те-
ряет свою адсорбционную способность, по-
скольку на слюде не наблюдаются ни ком-
пактных объектов, ни нитевидных структур. 

Полученные нами результаты исключи-
тельно важны для разработки ЭДТНП. В пи-

лотных экспериментах с L-ASNase на ЭДТНП 
(устройство которого описано ранее [7]) по-
лучена зависимость ионного тока (I), проте-
кающего через нанопору, от времени (t) при 
25 С (рис. 2). 
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Рис. 2. Типичная зависимость I(t), полученная  
при помощи ЭДТНП со встроенной в твердотельную 
нанопору макромолекулой L-ASNase и изображение 
6 нм нанопоры, сформированной в неорганической 
мембране, полученное методом просвечивающей 

электронной микроскопии (на вставке) 
 
Перед добавлением фермента регистри-

ровали базовый уровень I в 1 ммоль/л ФСБ-Д  
(pH 7,6). После добавления в цис-камеру из-
мерительной ячейки ЭДТНП 0,1 мкмоль/л  
L-ASNase абсолютное значение I уменьша-
лось, указывая на частичную блокировку 
нанопоры молекулой фермента. Последующее 
добавление 10 мкмоль/л раствора L-аспарагина, 
в свою очередь, приводило к значительному 
увеличению I, указывая на разблокировку 
нанопоры. В холостых опытах, проведенных с 
использованием чистого буфера вместо рас-
твора фермента, существенных изменений I не 
наблюдалось. Учитывая существенные изме-
нения адсорбционных свойств L-ASNase в 
условиях температурного воздействия, для 
детального изучения кинетики функциониро-
вания единичных молекул этого фермента с 
помощью ЭДТНП необходимы дальнейшие 
исследования. 

 
 

Заключение 
 
Методом АСМ исследована зависимость 

адсорбционных свойств L-ASNase при тепло-
вом воздействии на раствор фермента. Обна-
ружено, что высота АСМ-изображений адсор-
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бированной на слюде L-ASNase уменьшается 
с 2,4 нм при 25 C до значений 1,6 и 1,4 нм в 
диапазоне температур от 35 до 45 C. При 
этом число адсорбированных на слюде частиц 
фермента значительно увеличивается, дости-
гая максимума при 45 C. Этот факт указывает 
на то, что изменения в структуре глобулы 
фермента, вызванные термической денатура-
цией в этом диапазоне температур, способ-
ствуют его адсорбции на слюду. Дальнейшее 
же повышение температуры до 55 C приво-
дит к резкому снижению адсорбционной спо-
собности фермента, сопровождающемуся  
образованием нитевидных структур на по-
верхности слюды. При 60 C фермент полно-
стью утрачивает способность адсорбироваться 
на слюду. Полученные результаты принципи-
ально важны для разработки электрических 
молекулярных детекторов на базе твердотель-
ных нанопор, необходимых для углубленного 
изучения и понимания механизма и кинетики 
ферментативного катализа, а также могут 
быть полезны при разработке противораковых 
препаратов. 
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Atomic force microscopy (AFM) is used to study the adsorption of L-asparaginase (L-ASNase) 
E. carotovora enzyme on mica within 25 C to 60 C temperature range. Thermally induced 
changes in the oligomeric state of L-ASNase and its adsorbability on mica are revealed.  
Maximum adsorption of L-ASNase in the form of individual globules is observed at 45 C.  
At 55 C, the enzyme adsorbs in the form of filamentary structures, and at 60 C it loses its  
adsorbability. The results obtained are fundamentally important for the development of electri-
cal molecular detectors based on solid-state nanopores (EDTNPs) intended for studies of the 
mechanism and kinetics of enzymatic catalysis, and may also be of interest for the development 
of anti-cancer drugs. 
 
Keywords: L-asparaginase, atomic force microscopy, enzyme adsorption, thermal denaturation, 
solid-state nanopore. 
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