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Abstract. Atomic force microscopy (AFM) has been used to study the post-effect of glycerol flow through a spiral-
wound flow-based system on adsorption properties of horseradish peroxidase (HRP) protein, which was incubated 
near the linear part of the outlet section of the flow-based system.
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ВВЕДЕНИЕ
Спиральные коммуникации часто используются 
в  системах термостабилизации биосенсоров 
и биореакторов в качестве теплообменников [1]. 
Подводящие к ним коммуникации часто бывают 
исполнены из полимерных материалов для обе-
спечения гибкости подводки теплоносителя. 
Среди теплоносителей, которые могут использо-
ваться для термостабилизации в широком диа-
пазоне температур от  отрицательных до  поло-
жительных, который обычно реализуется в поле-
вых условиях, перспективным является исполь-
зование глицерина [2]. Глицерин является про-
стейшим представителем трехатомных спир-
тов и  представляет собой вязкую прозрачную 
жидкость со сладким вкусом. При этом глице-
рин нетоксичен, в отличие от этиленгликоля [3]. 
Соответственно, в  инструментарии современ-
ных аналитических систем, в том числе биосен-
соров, жидкие теплоносители на основе глице-
рина могут использоваться в  системах термо-
стабилизации измерительных ячеек в широком 
диапазоне температур. При движении глице-
рина или водных сред вдоль поверхности наблю-
дается трибоэлектрический эффект – разделение 
зарядов. Возникновение трибоэлектрического 
эффекта при движении водных и неводных сред 
вдоль твердых поверхностей широко обсужда-
лось в  литературе [4–7]. Соответственно, в  них 
возникает электромагнитное поле. Влияние 
такого поля может распространяться и за пре-
делы этой коммуникации [8].

Ранее нами было показано, что при размеще-
нии раствора ПХ в подобной спиральной системе, 
которая была заключена в заземленный металли-
ческий экран (для экранирования электромагнит-
ного поля от спиральной конструкции), в положе-
нии вблизи линейной неэкранированной неза-
земленной части, выходящей из спирали наблю-
далась повышенная адсорбция ПХ на поверхно-
сти АСМ-подложки из слюды [8], а также и пони-
жение ее активности. Наша же представлен-
ная здесь работа посвящена исследованию вли-
яния пост-эффекта (возникающего после оста-
новки потока глицерина в спиральной проточной 
системе) на свойства белка, размещенного вблизи 
той же ее линейной части на выходе из спираль-
ной конструкции.

В представленной работе исследовано влияние 
пост-эффекта после остановки потока глицерина 
на свойства белка ПХ, раствор которого был раз-
мещен около линейного участка выхода потока 
("выход"). Для того чтобы исключить предпола-
гаемое влияние электромагнитного поля от спи-
ральной части системы, она в этом случае была 
экранирована металлическим заземленным 
экраном.

ПХ выбрана в нашей работе в качестве объекта 
исследования, так как этот гликопротеин часто 
используется как модель при исследованиях широ-
кого класса пероксидаз и является хорошо охарак-
теризованным и использованным в практике фер-
ментом [9–17]. ПХ катализирует окисление широ-
кого спектра органических и  неорганических 
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гемодинамики в  организме при патологиче-
ских изменениях, связанных с внезапной оста-
новкой сердца и  другими патологическими 
изменениями, связанными с кровообращением 
в организме.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В  работе ис пользова ли бе лок П Х из  кор-
ней хрена (Sigma, Cat. #6782). 2,2′-азино-бис(3-
этилбензотиазолин-6-сульфонат) (АБТС) был при-
обретен в Sigma (Cat. #A-1888). Перекись водорода 
(H2O2, ч.д.а.), лимонная кислота (ос.ч.) и одноза-
мещенный фосфат натрия (Na2HPO4, ч.д.а.) были 
приобретены в Реахим (Москва). 2 мМ фосфатно-
солевой буфер (модификация Дульбекко, ФСБ-Д) 
был приготовлен путем растворения готовой 
смеси (Pierce, США) в ультрачистой воде. Все рас-
творы были приготовлены с использованием деио
низированной ультрачистой воды (18,2 MΩ × cм), 
полученной с помощью установки Simplicity UV 
(Millipore, Франция). Глицерин был приобретен 
в Glaconchemic GmbH (Германия).

Эксперимента льна я с хема пре дс та влена 
на  рис.1. Проточная часть тремостабилизирую-
щей аналитической системы имитировалась спи-
рально навитой полимерной трубкой. Спиральная 
конструкция была экранирована металлическим 
заземленным экраном для  экранировки элек-
тромагнитного поля, которое может возникать 
от спиральной конструкции. Расстояние от про-
бирки, расположенной на линейном выходе спи-
рали, до  спирали составляло 20  см. Пробирка 
не касалась коммуникации, то есть была под-
вешена над линейной выходной частью на рас-
стоянии 1 см. В качестве измерительной ячейки 
использовалась пробирка типа Эппендорф, в кото-
рую помещали 1 мл раствора белка, и размещали 
в системе в положении, указанном на рис.1.

В  эксперимента х использова ли 0,1  мк М 
(10–7 M) раствор ПХ в 2 мМ ФСБ-Д (pH 7,4). Перед про-
ведением эксперимента по исследованию пост-
эффекта потока глицерина на ПХ по проточной 
системе прокачивали глицерин, с объемным рас-
ходом 9 л/с при температуре 65  °C. Спиральная 
коммуникация была теплоизолирована полимер-
ным экраном для того, чтобы исключить нагрев 
исследуемого раствора ПХ. Таким образом, рас-
твор ПХ в  экспериментах находился при ком-
натной температуре. Нагрев глицерина требо-
вался для того, чтобы обеспечить необходимый 
объемный расход глицерина при его прокачке 
по спиральной коммуникации в связи с тем, что 
он имеет высокую вязкость при комнатной тем-
пературе. Непосредственно перед проведением 
эксперимента поток глицерина останавливали. 

соединений [18]. Молекулярная масса ПХ состав-
ляет 40–44 кДа [19, 20].

Для исследования влияния пост-эффекта дви-
жения глицерина на адсорбцию и агрегацию ПХ 
в нашей работе использовался метод атомно-сило-
вой микроскопии (АСМ), который позволяет про-
водить визуализацию на уровне единичных моле-
кул белка. Оценка ферментативной активности 
ПХ проводилась стандартным спектрофотометри-
ческим методом.

Было показано, что после выключения потока 
глицерина через спиральную коммуникацию 
наблюдается влияние на повышение агрегации 
ПХ, расположенного на поверхности слюдяного 
АСМ-чипа, вблизи линейной выходной части спи-
ральной конструкции. Полученные результаты 
следует учитывать при анализе белков и их ком-
плексов в проточных аналитических системах. 
Также эти данные полезны для моделирования 
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Рис.1. Схема экспериментальной установки для исследова-
ния пост-эффекта потока глицерина на свойства белка. 
Полимерная трубка была спирально навита на стеклян-
ный цилиндр. Через трубку прокачивали глицерин (объем-
ный расход 9 л/с). После остановки потока глицерина про-
бирку с раствором ПХ располагали вблизи линейного вы-
ходного участка спиральной коммуникации. Спиральную 
часть системы экранировали заземленным металличе-
ским экраном
Fig.1. Schematic of the experimental setup for used for studying 
the post-effect of glycerol flow on protein properties. The polymer 
pipe was spirally wound on a glass cylinder. Glycerol was pumped 
through the pipe (volume flow 9 L/s). After stopping the glycerol 
flow, the test tube with the HRP solution was placed near the lin-
ear output section of the spiral communication. The spiral section 
of the system was covered with a grounded metal shield
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где Nh – количество объектов с  высотой h, 
а N – общее количество АСМ-визуализированных 
объектов  [2 2]. Холостые опыты д ля  оценк и 
числа неспецифических объектов на  поверх-
ности подложки были проведены с использова-
нием чистого буферного раствора, не содержа-
щего белок; в холостых опытах не было зареги-
стрировано объектов с  высотами, превышаю-
щими 0,5 нм.

АСМ-сканирование и  дальнейшую обработку 
полученных АСМ-изображений (выравнивание, 
коррекция, экспорт в формат ASCII и т.д.) прово-
дили при использовании стандартного ПО NOVA 
Px (NT-MDT, Москва, Зеленоград, Россия). Число 
частиц, визуализированных в АСМ-измерениях, 
определяли с помощью программного обеспече-
ния, разработанного для  ИБМХ (В.Ю.Татуром, 
А.А.Лукьяницей, Ю.Д.Ивановым).

Ферментативную активность ПХ в отношении 
ее субстрата АБТС оценивали методом спектро-
фотометрии в  соответствии с  методикой, опи-
санной Sanders et al.  [23]. Вкратце, зависимости 
поглощения A405(t) 1 нМ (10–9 М) раствора ПХ в фос-
фатно-цитратном буфере (51 мМ Na2HPO4, 24 мМ 
лимонной кислоты, pH 5) от времени регистри-
ровали при длине волны 405 нм в течение 5 мин 
на  спектрофотометре 8453 (Agilent Deutschland 
GmbH, Вальдбронн, Германия) следующим обра-
зом. Аликвоту 30  мкл 0,1  мкМ (10–7 М) раствора 
ПХ добавляли к  2,95  мкл буфера в  кварцевой 
кювете с длиной оптического пути 1 см (Agilent 
Deutschland GmbH, Вальдбронн, Германия) и тща-
тельно перемешивали. Затем в  ячейку добав-
ляли 8  мкл 3% (масс./масс.) раствора перекиси 
водорода и  сразу же начинали регистрацию 
спектра.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Как было сказано ранее, нами были получены 
АСМ-данные об адсорбционных свойствах ПХ 
на  поверхности АСМ-чипа на  выходе линей-
ной части спиральной коммуникации в режиме 
"во время движения" глицерина  [8]. В  продол-
жение этой работы, но уже для  условий изме-
рения адсорбционных свойств ПХ в  режиме 
"пост-движения" глицерина, мы провели АСМ-
измерения адсорбционных свойств ПХ. Для этого 
были проведены АСМ-измерения высот адсорби-
рованных объектов на АСМ-чипе после того, как 
раствор ПХ инкубировали вблизи коммуникации 
после выключения потока глицерина.

Пример АСМ-изображений, полученных для ПХ 
в экспериментах в режиме "пост-движения" гли-
церина, приведен на рис.2. Приведено типичное 
изображение поверхности свежесколотой слюды 

Пробирку с  раствором ПХ размещали вблизи 
выходного участка линейной части коммуника-
ции после остановки потока глицерина и выдер-
живали в течение 40 мин (так называемый режим 
"пост-движения"). После этого раствор ПХ пере-
давали на  анализ методами АСМ и  спектрофо-
тометрии. В  контрольных экспериментах про-
бирку с раствором ПХ помещали вдали (на рас-
стоянии 10 м) от установки и выдерживали также 
в течение 40 мин. Далее проводили АСМ и спек-
трофотометрические измерения, как и в рабочих 
экспериментах.

Исходный 0,1  мкМ раствор ПХ в  2  мМ буфере 
ФСБ-Д помеща ли в  стандартные пробирк и 
типа Эппендорф объемом 1,7  мл (SSI Bio, США). 
Для  исследования этих образцов методом АСМ 
использовали метод непосредственной адсорбции 
[8, 21]. В пробирки помещали подложки из свеже-
сколотой слюды сорта мусковит (SPI, США) разме-
ром 7,5 × 15 мм и инкубировали в течение 10 мин 
при 600 об/мин и комнатной температуре в лабо-
раторном встряхивателе Thermomixer Comfort 
(Eppendorf, Германия). После инкубации каж-
дую слюдяную подложку с адсорбированной ПХ 
промывали свежей сверхчистой водой и сушили 
на воздухе. Для каждого образца ПХ эксперименты 
проводили не менее трех раз.

Поверхность подложек для  АСМ – свежеско-
лотой слюды сорта мусковит размером 7 × 15  мм 
с  адсорбированными молекулами ПХ – визуа-
лизировали методом АСМ в  полуконтактном 
режиме на воздухе при температуре 25 °С с помо-
щью атомно-силового микроскопа Titanium 
(NT-MDT, Москва, Зеленоград, Россия; атомно-
силовой микроскоп относится к  оборудованию 
ЦКП "Протеом человека" ИБМХ, поддержан-
ного Минобрнауки России в  рамках выполне-
ния Соглашения № 14.621.21.0017, уникальный 
идентификатор работ RFMEFI62117X0017) с канти-
леверами NSG10 (TipsNano, Зеленоград, Россия; 
резонансная частота от  47 до  150 кГц; силовая 
постоянная от  0,35 до  6,1 Н/м). Площадь скана 
составляла 1 × 1 мкм2 или 2 × 2 мкм2 (256 × 256 точек). 
Для каждой подложки получали не менее 16 ска-
нов в разных участках ее поверхности. Калибровку 
микроскопа по  высоте проводили по  калибро-
вочной решетке TGZ1 (NT-MDT, Россия, высота 
шага 21,4 ± 1,5 нм).

Общее число объектов, визуализированных 
на  АСМ-изображениях для  каж дого образца, 
составляло не менее 200 шт. Функции распределе-
ния относительного количества объектов по высо-
там ρ(h) рассчитывали по формуле:

	 ρ(h) = (Nh/N)×100%,	  (1)

Nanotechnologies



110

Том 16 № 2 2023

с биомакромолекулами ПХ, адсорбированными 
из 0,1 мкМ растворов ПХ в рабочих и контроль-
ных экспериментах.

Как видно из  рис.2(а), в  контрольных экспе-
риментах были визуализированы компактные 
объекты с высотой 1–1,2 нм, которые можно отнести 
к биомолекулам ПХ, так как объекты с высотами 
более 0,5 нм в холостых опытах не наблюдались.

В  случае экспериментов в  режиме "пост-
движения" глицерина также были визуализиро-
ваны объекты компактной формы, как и в случае 
контрольных экспериментов (рис.2b).

На рис.3 приведены результаты обработки дан-
ных сканирования – кривые функций распределе-
ния ρ(h) визуализированных объектов по высотам 
и соответствующие гистограммы адсорбированных 
частиц по высотам для режима "пост-движения" 
глицерина и контрольных экспериментов.

Как видно из рис.3, в контрольных эксперимен-
тах функция распределения ρ(h) имеет максимум 
при hmax = 1,0 ± 0,2 нм и с шириной на полувысоте 
W = 0,5 нм. Как известно, молекулярная масса ПХ 
составляет 40–44 кДа [19, 20], для которой (по лите-
ратурным данным) АСМ-изображения мономеров 
имеют высоты 1 нм [24]. Исходя из этого, объекты 
с высотой АСМ-изображений 1,0 нм, наблюдаемые 
на поверхности свежесколотой слюды, могут быть 
отнесены к мономерной форме ПХ.

В  случае режима "пост-движения" глице-
рина наблюдается смещение максимума функ-
ции ρ(h) вправо (hmax " 1,3 нм; рис.3, фиолетовая 
линия) и уширение распределения на полувысоте 
(W = 0,8 нм) с увеличением вклада частиц в пра-
вое крыло распределения. Следовательно, наблю-
дается появление объектов с увеличенными высо-
тами АСМ-изображений, которые могут быть отне-
сены к агрегатам ПХ.

Результаты спектрофотометрической оценки 
активности ПХ в  ее реакции с  субстратом АБТС 
в рабочих и контрольных экспериментах приве-
дены на рис.4.

Как видно из  рис.4, ферментативная актив-
ность ПХ в рабочем эксперименте в случае распо-
ложения пробирки с раствором в режиме "пост-
движения" глицерина не изменяется по сравне-
нию с контрольным экспериментом. Отметим, что 
в "режиме движения" глицерина (как нами было 
показано ранее  [8]) ферментативная активность 
ПХ существенно (на 25 %) снижалась по сравнению 
с контрольным экспериментом.

ОБСУЖДЕНИЕ
В  работе проводилось исследование влияния 
"пост-движения" глицерина на  адсорбционные 
свойства фермента на выходе линейного участка 
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Рис.2. Результаты АСМ-измерений. Типичные АСМ-
изображения поверхности свежесколотой слюды с адсор-
бированными биомакромолекулами ПХ (слева) и сечения, 
соответствующие линиям на этих изображениях (спра-
ва), полученные в контрольных экспериментах (а) и в ре-
жиме "пост-движения" глицерина (b)
Fig.2. Results of AFM measurements. Typical AFM images of the 
surface of freshly cleaved mica with adsorbed HRP biomacromol-
ecules (left) and cross-sections corresponding to the lines in these 
images (right), obtained in control experiments (a) and in the 
"post-motion" mode with glycerol (b)

Нанотехнологии



111

Vol. 16 No. 2 2023

по влиянию "пост-движения" глицерина на адсорб-
ционные свойства белка сохранялся в  тече-
ние 40 мин после выключения потока глицерина.

Полученные в  наших экспериментах резуль-
таты следует учитывать при создании новых высо-
кочувствительных биосенсорных систем, предна-
значенных для исследования белков и ферментов. 
Кроме того, полученные нами результаты важны 
для моделирования гемодинамических процес-
сов при патологиях, связанных с  нарушением 
системы кровообращения.

ВЫВОДЫ
С  использованием метода АСМ исследована 
адсорбция единичных молекул белка ПХ из рас-
твора, расположенного вблизи линейной части 
спиральной коммуникации. Был обнаружен 
пост-эффект, сохранявшийся в течение 40 мин 
после остановки потока глицерина. Этот пост-
эффект выражался в повышенной адсорбции ПХ 
на поверхность АСМ-подложки из слюды. При этом 
ферментативная активность ПХ не изменялась.

спиральной коммуникации. Было показано, что 
для  этого режима наблюдается повышение сте-
пени агрегации белка, на  что указывало повы-
шение вклада АСМ-изображений объектов с боль-
шими высотами в правом крыле распределения 
по  сравнению с  контролем. Эта картина была 
похожа на ту, что наблюдалась ранее для режима 
движения глицерина  [8]. Однако между этими 
двумя режимами были различия, заключаю
щиеся в том, что для режима "пост-движения" гли-
церина активность фермента не менялась, в отли-
чие от изученного ранее режима движения гли-
церина [8]. Повышение агрегации белка в рабочих 
экспериментах указывает на возможное изменение 
гидратации белковой оболочки глобулы, когда рас-
твор белка инкубировался вблизи выходной ком-
муникации. Это, в свою очередь, может приводить 
к  изменению взаимодействия белковых глобул 
между собой и с отрицательно заряженной поверх-
ностью слюды. Отметим, что разница во влия-
нии режима измерения на активность фермента 
может свидетельствовать о том, что в режиме "пост-
движения" глицерина не наблюдается существен-
ного изменения структуры фермента в  области 
активного центра по сравнению с режимом дви-
жения глицерина [8], где ферментативная актив-
ность ПХ понижалась. Важно отметить, что эффект 
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Рис.3. Результаты обработки АСМ-данных. Кривые функ-
ций распределения ρ(h) визуализированных объектов 
по высотам, полученные в контрольных экспериментах 
(синяя линия) и в рабочих экспериментах в режиме "пост-
движения" глицерина (фиолетовая линия)
Fig.3. Results of AFM data processing. Distribution function ρ(h) 
curves of visualized objects with heights obtained in control exper-
iments (blue line) and in working experiments in the "post-motion" 
mode with glycerol (violet line)
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Рис.4. Спектрофотометрическая оценка ферментатив-
ной активности ПХ. Типичные зависимости изменения 
оптической плотности раствора при длине волны 405 нм 
от времени, полученные для контрольного раствора ПХ 
(синяя линия) и для раствора ПХ, подвергнутого воздей-
ствию в режиме "пост-движения" глицерина (фиолетовая 
линия). Условия эксперимента: ПХ:АБТС:H2O2 = 1 нМ:0,3 м
М:2,5 мМ
Fig.4. Spectrophotometry estimation of the enzymatic activity of 
HRP. Typical time dependences of the change in the absorbance 
of the solution at a wavelength of 405 nm obtained for the con-
trol HRP solution (blue line) and for the HRP solution exposed to 
the post-motion mode of glycerol (violet line). Experimental con-
ditions: HRP:ABTS:H2O2 = 1 nM:0.3 mM:2.5 mM
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Полученные результаты следует учитывать при 
разработке биосенсоров для ферментных систем 
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