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Иммобилизация ферментов на неорганиче�
ских и полимерных матрицах широко использу�
ется для проведения различных биотехнологи�
ческих процессов. Такой прием позволяет про�
странственно разделить фермент и
субстрат/продукт и одновременно сохранить
высокий уровень каталитической активности
фермента [1]. Разработанный в последнее деся�
тилетие метод модификации поверхности пу�
тем послойного нанесения полиэлектролитов
противоположного знака заряда позволяет в ши�
роких пределах менять физико�химические свой�
ства носителя – его толщину, заряд, гидрофиль�
но�гидрофобный баланс и т.д. [2]. Такие мульти�
слойные покрытия со встроенными в них
функциональными элементами (наночастицами,
ферментами, красителями и т.п.) могут найти
применение в микроэлектронике, оптике, био�
технологии, биоаналитике [3].

В настоящей работе мы описываем иммобили�
зацию протеолитического фермента α�химот�
рипсина (ХТ) на боросиликатных стеклянных
микросферах (БСМ) диаметром 5 мкм. Примене�
ние стандартных процедур позволило создавать
на поверхности этих частиц ионогенные группы
[4], которые использовали для последующего
формирования полимерного мультислоя по мето�
ду послойного нанесения полиэлектролитов.
Основное внимание было уделено влиянию за�
ряда и толщины мультислойного покрытия на
функциональные свойства иммобилизованного
фермента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Для получения БСМ с анионными группами
на поверхности БСМ(–) использовали следую�
щую процедуру. 200 мг БСМ со средним диамет�
ром 4.9 ± 0.5 мкм (рис. 1) производства фирмы
“Duke Scientific Corporation” помещали в стек�
лянную посуду с завинчивавшейся пластиковой
крышкой и добавляли смесь 2 мл концентриро�
ванной серной кислоты и 2 мл 30%�ного раствора
пероксида водорода. Спустя сутки надосадочную
жидкость сливали, осевшие БСМ несколько раз
промывали бидистиллированной водой до ней�
тральной реакции супернатанта и сушили в на�
гревательном шкафу при 110°С. Количество по�
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Рис. 1. Микрофотография борсиликатных стеклян�
ных микросфер, полученная с помощью сканирую�
щего электронного микроскопа.
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верхностных силанольных групп, полученных по
реакции

,
определяли методом кондуктометрического тит�
рования [5]. Было найдено, что на поверхности
каждой анионной микросферы располагалось
2.5 × 108 силанольных групп или 3 силанольные
группы на 1 нм2 поверхности БСМ(–).

Для получения микросфер с катионными
группами [БСМ(+)] на поверхности к 2 г БСМ до�
бавляли 2 мл 4%�ного раствора 3�аминопропил�
триэтоксисилана в абсолютном толуоле. Смесь
кипятили с обратным холодильником в течение
суток, после чего микросферы промывали абсо�
лютным толуолом и сушили до постоянной мас�
сы. Аминопропильные группы на поверхности
получались по следующей реакции

Их количество было определено методом по�
тенциометрического титрования [5]. Было уста�
новлено, что на поверхности каждой катионной
микросферы располагалось 2.2 × 108 аминогрупп
или 3 аминогруппы на 1 нм2 поверхности
БСМ(+).

Катионный полимер (КП) синтезировали ал�
килированием поли�4�винилпиридина (“Ald�
rich”) со степенью полимеризации 600 броми�
стым этилом по методике [6]. По данным
ИК�спектроскопии, степень кватернизации со�
ставила 94%. Использовали анионные полимеры,
полиакриловую кислоту (ПАК) со степенью по�
лимеризации 1100 (“Aldrich”) и полистиролсуль�
фокислоту (ПССК) со степенью полимеризации
340 (“Aldrich”), а также ХТ из бычьей печени
(“Sigma”). Концентрация КП приведена в молях
катионных (кватернизованных) звеньев в литре
раствора, концентрация анионных полимеров – в
молях звеньев в литре раствора, концентрация
ХТ – в миллиграммах в миллилитре раствора.
Флуоресцентно меченную полиакриловую кис�
лоту (Ф(ПАК) получали конденсацией с флуорес�
цеин изотиоцианатом (“Sigma”), который пред�
варительно был модифицирован этилендиами�
ном [7]. 

Для измерения количества КП, ПССК и
Ф�ПАК, не связавшихся с микросферами, ис�
пользовали следующую процедуру. Смеси ве�
ществ с суспензией микросфер в 10–2 М боратном
буфере с рН 9.2 центрифугировали на центрифуге
Galaxy Mini (“VWR International”) в течение 3 мин
со скоростью 6000 об/мин. Осадки отделяли, и в
супернатанте определяли оптическую плотность
при λ = 257 нм (для КП и ПССК) или интенсив�
ность флуоресценции при λфл = 515 нм (λвозб =
= 493 нм) (для Ф�ПАК). Оптическую плотность
растворов измеряли на спектрофотометре “Ul�
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traspec 1100 pro” (“Shimadzu”), интенсивность
флуоресценции – на спектрофлуориметре “F�4000”
(“Hitachi”).

Количество фермента ХТ, не связавшегося с
микросферами, измеряли методом флуоримет�
рии при λфл = 345 нм (λвозб = 280 нм). Адсорбцию
ХТ на положительно заряженные поверхности
проводили в 10–2 М боратном буфере с рН 9.2, а на
отрицательно заряженные поверхности – в 10–2 М
цитратном буфере с рН 5.5.

Каталитическую активность ХТ определяли
спектрофотометрически, измеряя скорость гид�
ролиза специфического субстрата – п�нитроани�
лид пироглутамил�фенилаланина по накоплению
в растворе п�нитроанилина при λ = 410 нм. Ак�
тивность адсорбированного на микросферах фер�
мента приведена относительно активности на�
тивного фермента в объеме раствора, которую
принимали за 100%.

Микрофотографии исходных БСМ и БСМ,
модифицированных полиэлектролитами, полу�
чали на просвечивающем электронном микро�
скопе “LEO912 AB OMEGA” (“Carl Zeiss”) и ска�
нирующем электронном микроскопе “Eiko IB�3”
(“Hitachi”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Цель настоящей работы – исследование ката�
литических свойств (активности) ХТ, иммобили�
зованного на поверхности твердого субстрата (си�
ликатных микросфер) и на мультислое наномет�
ровой толщины, создаваемом адсорбированными
противоположно заряженными полиэлектроли�
тами. Связывание ХТ с микросферами контроли�
ровали, измеряя его концентрацию в супернатан�
те после отделения частиц с адсорбированным
ферментом.

Мы начали с исследования адсорбции ХТ на
поверхности анионных и катионных БСМ, син�
тез которых описан в Экспериментальной части.
Изоионная точка фермента pI = 8.4–8.6 [8]. Из
литературы известно, что эффективность адсорб�
ции белковых глобул повышается в том случае,
если заряды поверхности и глобулы противо�
полжны по знаку [9]. Поэтому связывание ХТ с
анионными микросферами было исследовано
при рН 9.2, когда молекулы фермента были заря�
жены положительно; его связывание с катионны�
ми микросферами изучали при рН 5.5, когда мо�
лекулы фермента приобретали отрицательный
заряд. Такой подход к иммобилизации ХТ (прида�
ние белковым глобулам заряда, противоположно�
го по знаку заряду поверхности) применяли для
всех изученных в работе систем.

Результаты адсорбционнных экспериментов
для ХТ и исходных анионных и катитонных мик�
росфер представлены на рис. 2 в координатах
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концентрация свободного фермента ([ХТ]своб)–
общая концентрация фермента в системе ([ХТ]).
В обоих случаях фермент полностью связывался с
микросферами вплоть до некоторой концентра�
ции [ХТ]макс. При больших концентрациях фер�
мент начинал накапливаться в растворе. Как сле�
дует из рисунка, концентрация фермента, при ко�
торой достигалось предельное заполнение
анионных микросфер (кривая 1), был в ~2 раза
выше соответствующего показателя для катион�
ных БСМ (кривая 2).

Каталитическая активность адсорбированного
ХТ оказалась выше для анионных БСМ, чем для
катионных, хотя в обоих случаях была заметно
ниже активности ХТ в растворе: лишь 5% для
БСМ(–) и меньше 1% для БСМ(+) по сравнению
с ХТ в фосфатном буферном растворе (результаты
приведены после нормирования на одинаковое
количество фермента).

Мы ожидали, что активность фермента будет
сохраняться в большей степени при его иммоби�
лизации на “мягкой” поверхности – полимерном
мультислое. В качестве первого шага на поверх�
ности микросфер были адсорбированы поли�
электролиты: катионный КП на БСМ(–) и ани�
онный ПССК на БСМ(+). За связыванием поли�
меров следили, отделяя микросферы с
адсорбированными полимерами и определяя
концентрацию несвязанных полимеров в супер�
натантах (рис. 3). КП количественно адсорбиро�
вался на поверхности БСМ(–) в области [КП] ≤
≤ 7.5 × 10–5 моль/л. Комплекс предельного со�

става мы будем обозначать БСМ(–)//КП. Что
касается ПССК, для нее количественное связы�
вание с БСМ(+) наблюдалось в области
[ПССК] ≤ 6 × 10–5 моль/л с соотвествующим
комплексом предельного состава
БСМ(+)//ПССК. Из данных рис. 3 можно рас�
считать предельное количество заряженных
групп, которые приносит на поверхность микро�
сферы адсорбированный полимер: 5.5 × 108 для
КП, связанного с БСМ(–), и 3.7 × 108 для ПССК,
связанной с БСМ(+). Напомним, что каждая ча�
стица БСМ(–) несла на своей поверхности 5 × 108

анионных силанольных групп, а каждая частица
БСМ(+) 2.2 × 108 катионных аминогрупп (см.
Экспериментальную часть). Таким образом, для
модифицированных частиц БСМ(–)//КП коли�
чество кватернизованных групп КП превышало
количество исходных силанольных групп в (5.5 ×
× 108) : (2.5 × 108) = 2.2 раза; для модифицирован�
ных частиц БСМ(+)//ПССК превышение суль�
фогрупп ПССК над исходными аминогруппами
составляло (3.7 × 108) : (2.2 × 108) = 1.7 раза. Эти
оценки свидетельствуют о том, что адсорбция
предельного количества КП приводила не только
к нейтрализации исходного заряда силанольных
групп БСМ(–), но и к возникновению на поверх�
ности частиц положительного заряда вследствие
адсорбции избыточного количества катионных
макромолекул. Аналогично адсорбция предель�
ного количества ПССК сопровождалась появле�
нием отрицательного заряда на поверхности
БСМ(+).
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Рис. 2. Зависимость концентрации ХТ, не связанного
с БСМ(–) (1) и БСМ(+) (2), от общей концентрации
ХТ в системе: 1 – 64.5 мг микросфер; 2 мл 10–2 М цит�
ратного буфера, рН 5.5; 2 – 2 мл 10–2 М боратного бу�
фера, pH 9.2.

Рис. 3. Зависимость концентрации полимера, не свя�
занного с микросферами, от общей концентрации
полимера в системе. БСМ(–)–КП (1) и БСМ(+)–
ПССК (2). 30 мг микросфер, 2 мл 10–2 М боратного
буфера, pH 9.2.
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Причина этого заключается в следующем. Из�
вестно, что адсорбция гибкоцепных полиэлек�
тролитов (к числу которых относятся КП и ПАК)
сопровождается формированием экспонирован�
ных в водную фазу “петель” и “хвостов”, в кото�
рых накапливается избыточный заряд: положи�
тельный при адсорбции катионных полимеров и
отрицательный при адсорбции анионных. При
больших (предельных) степенях заполнения по�
верхности адсорбированными макромолекулами
это приводит к ее перезарядке [10]. Наличие не�
скомпенсированного заряда позволяет адсорби�
ровать на такой поверхности полиэлектролит
противоположного по знаку заряда, что снова вы�
зывает инверсию знака поверхностного заряда
частицы [11].

Следуя такому подходу, мы оценили способ�
ность катионных частиц БСМ(–)//КП адсорби�
ровать анионный полимер. Эксперимент прово�
дили по схеме, описанной выше для связывания
КП на анионных БСМ(–) с той лишь разницей,
что в качестве добавляемого к микросферам по�
лиэлектролита использовали Ф�ПАК, ковалент�
но меченную флуоресцентной меткой (см. Экс�
периментальную часть). Полученные результаты
свидетельствовали о полном связывании поли�
аниона в интервале [Ф�ПАК] ≤ 5.6 × 10–5 моль/л
(рис. 4, кривая 1), т.е. о формировании частиц
БСМ(–)//КП//Ф�ПАК с отрицательно заряжен�
ным внешним (обращенным в водную фазу) сло�
ем.

Аналогичным образом было показано, что
анионные частицы БСМ(+)//ПССК способны

адсорбировать катионный полимер. Эффектив�
ность связывания катионного КП представлена
кривой 2 на рис. 4. В данном случае полное связы�
вание поликатиона наблюдалось вплоть до кон�
центрации КП, равной 6 × 10–5 моль/л, что приво�
дило к формированию положительно заряжен�
ных частиц БСМ(+)//ПССК//КП.

На микрофотографии частиц БСМ(–)//
КП//ПАК, полученной с помощью просвечива�
ющей электронной микроскопии (рис. 5), хоро�
шо виден менее плотный наружный слой, образо�
ванный последовательной адсорбцией катионно�
го (КП) и анионного (ПАК) полимеров. Толщина
этого бислоя (7.53–7.90 нм) хорошо коррелирует
с литературными данными о толщине слоев, со�
здаваемых на твердых поверхностях парой адсор�
бированных противоположно заряженных поли�
электролитов [12]. Похожая картина наблюдалась
и для частиц БСМ(+)//ПССК//КП (данные не
приведены).

Показано, что описанная выше процедура (че�
редующаяся адсорбция катионного и анионного
полимера) может быть повторена многократно, в
результате чего на поверхности частиц формиру�
ется стабильное полимерное покрытие (мульти�
слой), толщина которого практически линейно
увеличивается с количеством адсорбированных
полимерных слоев [13]. Мы воспользовались
этой процедурой для формирования мультислоев
с чередованием катионного (КП) и анионного
(ПАК) полимеров. Последовательность нанесе�
ния полимеров и знак заряда последнего (обра�
щенного к водному раствору) слоя представлены
в таблице. Микросферы с адсорбированными по�
лимерами объединены в две группы с отрицатель�
ным и положительным зарядом внешнего слоя.
Такая классификация позволяет проследить вли�

5

2

0

0 10
[КП], [Ф�ПАК] × 105, осново�моль/л

[КП], [Ф�ПАК] × 105, осново�моль/л

15

4

1
2

Рис. 4. Зависимость концентрации полимера, не свя�
занного с микросферами, от общей концентрации
полимера в системе. БСМ(–)//КП–Ф�ПАК (1) и
БСМ(+)//ПССК – КП (2). 30 мг микросфер, 2 мл
10⎯2 М боратного буфера, pH 9.2.

7.53 нм

7.90 нм

Рис. 5. Электронная микрофотография поверхности
частицы состава БСМ(–)//КП//ПАК.
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МАЛИНИН и др.

яние количества промежуточных слоев (фактиче�
ски толщины покрытия) на активность фермента,
иммобилизованного на внешнем полимерном
слое.

ХТ был иммобилизован на поверхности мик�
росфер с адсорбированными полиэлектролитами
аналогично тому, как это было сделано для исход�
ных микросфер БСМ(–) и БСМ(+). Количество
иммобилизованных глобул ХТ, приходящихся на
одну микросферу, и относительная активность
иммобилизованного фермента приведены в таб�
лице.

Видно, что фермент в большем количестве
связывался с анионными (т.е. отрицательно заря�
женными в условиях эксперимента) поверхностя�
ми, чем с катионными (положительно заряжен�
ными). Это различие составляло 1.7–2.0 раза.
Причина повышенной емкости анионных мик�
росфер по отношению к ферменту могла заклю�
чаться в следующем. Мы упоминали о том, что
связывание ХТ, белка с pI = 8.6–8.8, на анионных
микросферах проводили в буфере с рН 5.5. В та�
ких условиях белковые глобулы несли заметный
положительный заряд и могли эффективно ад�
сорбироваться на отрицательно заряженной по�
верхности. Для связывания фермента на катион�
ных микросферах был использован буфер с рН
9.2, в котором белковые глобулы были слабо от�
рицательны (практически нейтральны). Это мог�
ло приводить к понижению эффективности ад�
сорбции белка, т.е. к уменьшению количества ад�
сорбированных глобул по сравнению с
результатами экспериментов с использованием
анионных микросфер.

Вместе с тем активность фермента, иммобили�
зованного на анионной поверхности, была в не�
сколько раз выше активности фермента, покрывав�
шего катионную поверхность (после нормировки
на одинаковое количество иммобилизованного
белка). Из литературных данных известно о дезак�

тивирующем влиянии положительно заряженной
поверхности на адсорбированные ферменты, ко�
торое обычно связывают с конформационными
перестройками в адсорбированных макромолеку�
лах [14]. По�видимому, аналогичный эффект на�
блюдался в случае иммобилизации ХТ на катион�
ных частицах: исходных БСМ(+) и микросферах,
внешний слой которых был представлен адсорби�
роваными макромолекулами КП (таблица, образ�
цы 6–8).

Активность иммобилизованного ХТ суще�
ственно зависела от количества полиэлектро�
литных слоев, нанесенных на поверхность
микросфер. Выше отмечалось, что фермент,
иммобилизованный на поверхность исходных
(немодифицированных полимерами) анионных
БСМ(–) сохранял 5% своей каталитической ак�
тивности (образец 1). Иммобилизация ХТ на
один слой полианиона повышала его активность
до 18% (образец 2), иммобилизация на три слоя
(полианион/поликатион/полианион) сохраняла
42% ферментативной активности (образец 3).
Дальнейшее увеличение количества полимерных
слоев (толщины полиэлектролитной прослойки)
не оказывало заметного влияния на активность
ХТ (образец 4). Таким образом, трехслойное по�
лиэлектролитное покрытие с анионным полиме�
ром на внешнем слое обеспечивало эффективную
иммобилизацию фермента и высокий уровень его
каталитической активности.
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