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Биолюминесцентый анализ в настоящее
время является одним из перспективных эксп�
рессных методов биологического мониторин�
га окружающей среды для оценки загрязнения
природных водных источников, промышлен�
ных стоков, почв и воздуха, а так же широко
используется для исследований в области ме�
дицины, сельского хозяйства, фундаменталь�
ной биологии и др., например, для анализа раз�
личных метаболитов и активности ферментов,
токсинов, мутагенов и других веществ, воздей�
ствующих на живые организмы. Бактериаль�
ная биолюминесценция in vivo и in vitro обла�
дает высокой чувствительностью к действию
различных ингибиторов биологической актив�
ности: анестетиков, наркотиков, промышлен�
ных ядов, инсектицидов, пестицидов, отравля�
ющих и лекарственных веществ [1]. Бифермен�
тная система светящихся бактерий, применяе�
мая in vitro, состоит из двух ферментов: люци�
феразы и НAД(Ф)H:ФMН�оксидоредуктазы.
Способность люцифераз трансформировать
энергию химических связей в световую отно�
сит ее к уникальному классу ферментов. Хи�
мической основой свечения бактерий является
ферментативное окисление люциферазами
восстановленного флавинмононуклеотида
ФМНЧН2 и длинноцепочечного алифатичес�
кого альдегида RCHO кислородом воздуха со�
оотвествующей жирной кислоты, воды и ви�
димого света [2]:

ФМНЧН2 + RCHO + O2
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 ФМН +

+RCOOH + Н2О + hν
Считается, что восстановление ФМН

в бактериях происходит в реакции, катализи�
руемой НAД(Ф)H:ФMН�оксидоредуктазой:
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При создании и использовании люцифе�
разных биотестов для экологического монито�
ринга и в различных областях биотехнологии
приходится иметь дело с проблемой нестабиль�
ности белков сопряженной ферментной систе�
мы НAД(Ф)H:ФMН�оксидоредуктаза�люци�
феразы вообще, и их термостабильности, в час�
тности. Разработка новых способов проведения
бактериальной биферментной биолюминесцен�
тной реакции, в том числе и в водно�органичес�
ких реакционных средах [3], [4], позволяет до�
биться высокой эффективности катализа и мак�
симальной стабильности фермента.

Целью данной работы было исследование
влияния глицерина и сахарозы на термостабиль�
ность и кинетику темоинактивации бифермент�
ной системы НAД(Ф)H:ФMН�оксидоредукта�
за�люцифераза, в условиях различной вязкости.

Материалы и методы исследования
Лиофилизованные препараты высокоочи�

щенных ферментов, произведенные в лабора�
тории нанобиотехнологии и биолюминесцен�
ции Института биофизики СО РАН [5]. Один
флакон лиофилизованного препарата (КРАБ)
содержит 0,4 мг/мл люциферазы (L) EC
1.14.14.3 из рекомбинантного штамма E.coli
и 0,18 ед. активности НАДH:ФМН�оксидоре�
дуктазы (R) EC 1.5.1.29 (Ph. leiognathi). Перед
измерениями лиофилизованные ферменты ра�
створяли в 0,05 М калий фосфатном буфере
(рН 6,8). В работе использовали следующие ре�
активы: НАДH и ФМН фирмы «Serva» (Гер�
мания), тетрадеканаль фирмы «Merck» (Герма�
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ния). Для регистрации кинетических параметров
биферментной биолюминесцентной системы про�
водили реакцию в смеси следующего состава: 10
мкл КРАБа; 50 мкл алифатического альдегида; 200
мкл 0,05 М фосфатный буфера; 10 мкл флавин�
мононуклеотида (ФМН); 50 мкл 0,1М НАДH. Все
вязкие растворы готовили с использование фос�
фатного буфера, концентрацию вещества выра�
жали в молях и объемных процентах. Активность
и стабильность биферментной системы изучали
в присутствии разных концентраций глицерина
(5, 10, 25, 50%), сахарозы (20, 25, 30, 40%) и без них
(контроль). Термоинактивацию биферментной
системы изучали, инкубируя ферменты в течение
10 мин при разных температурах, в интервале от
15 до 50 

o
С в растворах различных концентраций

глицерина и сахарозы. Величину динамической
вязкости биолюминесценной системы в исследу�
емом диапазоне температур брали из химическо�
го справочника.

Измерения проводили на люминометре
GloMax®�20/20 фирмы «Turner BioSystems»
(Sunnyvale,USA). Температуру растворов
поддерживали с помощью жидкостного цир�
куляционного ультратермостата VT�8 (Тер�
мэкс�2, Россия). В кювету биолюминометра
вносили последовательно все компоненты
реакционной смеси, быстро перемешивали,
помещали кювету в биолюминометр и реги�
стрировали величину максимальной интен�
сивности свечения. Биолюминесцентная ре�
акция растворимой биферментной системы
НАДН:ФМН�оксидоредуктаза�люцифераза
представляют собой длительное свечение
с монотонным спадом биолюминесценции
Максимум интенсивности свечения (I0)
характеризует начальную скорость реакции
и концентрацию фермент�субстратных ком�
плексов, образуемых в ходе реакции. Спад
биолюминесценции определяет скорость
распада фермент�субстратного комплекса во
времени и подчиняется экспоненциальному
закону. Константа спада биолюминесценции
(kcat) вычисляется по спаду свечения от 80%
до 20% от максимальной интенсивности:
kcat=(lnI80–lnI20)/t. Как правило, проводили
не менее 5 измерений. Статистическая обра�
ботка полученных экспериментальных ре�
зультатов проводится методом наименьших
квадратов с использованием пакета про�
грамм Excel for Windows�98.

Результаты и обсуждение
Присутствие глицерина и сахарозы в реак�

ционной среде увеличивает вязкость реакцион�
ной среды для катализа и изменяет кинетику
биферментной биолюминесцентной реакции.
Показано, что глицерин и сахароза в разной
степени ингибируют интенсивность свечения
биолюминесценции диапазоне температур от
20–25°С (рис.1а). Сахароза является более силь�
ным инактиватором биферментной биолюми�
несцентной реакции по сравнению с глицери�
ном при температурах, которые ниже или рав�
ны оптимальному значению температуры для
водно�буферных смесей, который равен 25°С,
как показано в работах [6], [7]. Следовательно,

Рисунок 1. Зависимость максимальной
интенсивности свечения биолюминесценцентной

реакции Imax от вязкости реакционной смеси
при температурах: а) Т =20 °С; б) Т =35 °С

а)

б)
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при этих температурах увеличенная вязкость
реакционной среды препятствует образованию
фермент�субстратных комплексов, образуемых
в ходе реакции, и зависит от природы исполь�
зуемого вязкого растворителя.

При инкубировании ферментов при темпе�
ратурах на 10°С выше оптимума наблюдается
увеличение значения I0 биолюминесценции би�
ферментной биолюминесцентной системы
с увеличением вязкости реакционной среды
(рис.1б), причем эти зависимости как для саха�
розы, так и для глицерина практически совпа�
дают, что свидетельствует о зависимости ско�
рости ферментативных процессов главным об�
разом от вязкости реакционной среды, тогда как
природа растворителя не является фактором,
определяющим изменение интенсивности све�
чения биолюминесценции.

Полученные результаты показали, что уве�
личение вязкости реакционной среды, путем
увеличения добавляемых концентраций глице�
рина и сахарозы, приводит к увеличению тер�
мостабильности биферментной системы: тем�
пературный оптимум увеличивается на 10

о
С по

сравнению с контролем и наблюдается при
близких значениях вязкости реакционной сре�
ды, моделируемой разными по природе раство�
рителями (глицерином и сахарозой). Т. о., по�
казано, что моделирование реакционной среды
для ферментативного катализа повышением ее
вязкости защищает биферментную биолюми�
несцентую систему от термоинактивации при
повышенных температурах.

Изучение кинетики термоинактивации би�
ферментной системы светящихся бактерий по�

казало, что кинетика термоинактивации в кон�
троле и в присутствие в реакционной смеси раз�
личных концентраций глицерина и сахарозы
имеет принципиально одинаковый характер на
всём диапазоне температур: зависимости в по�
лулогарифмических координатах от времени,
представляют собой прямые, т. е. фермент инак�
тивируется в соответствии с кинетикой реак�
ции первого порядка.

Таким образом, было показано, что во всех
случаях не зависимо от добавляемых концент�
раций глицерина и сахарозы, потеря активнос�
ти описывалась простой экспонентой. Это сви�
детельствует о том, что термоинактивация би�
ферментной системы в экспериментальных мо�
делях является мономолекулярным процессом
и значение константы первого порядка скорос�
ти инактивации является величиной, напрямую
характеризующей термостабильность белковой
глобулы в данных условиях. Зависимость кон�
станты скорости термоинактивации от вязкос�
ти представлены на Рис.2. Константа скорости
инактивации первого порядка уменьшается,
следовательно, стабильность биферментной
системы увеличивается, с увеличением вязкос�
ти растворителя в равной степени, а значит
и не зависит от природы растворителя.

Органические растворители, увеличиваю�
щие вязкость реакционной среды, оказывают
существенное влияние не только на интенсив�
ность светоизлучения биферментной биолюми�
несцентной системы, но и на константу спада
биолюминесценции (kcat), которая, характери�
зует распад возбужденного интермедиата. По�
казано, что при температурах выше оптималь�

ного значения при увеличении концентраций
глицерина происходит постепенное и моно�
тонное увеличение величины kcat, относитель�
но контроля. В присутствии 50% концентра�
ции глицерина наблюдается максимальная
величина kcat, увеличение происходит
в 3,5 раза относительно контроля. Противо�
положная картина наблюдается в реакцион�
ной среды в присутствии сахарозы: величи�
на kcat при добавлении 20% сахарозы резко
падает до 10% относительно контроля. Пос�
ледующее увеличение добавляемых концен�
трации сахарозы влечет небольшие уменьше�
ния величины kcat, минимальное значение kcat

наблюдается в присутствии 40% сахарозы
и составляет 5% от контроля. Т. о., показано,

Рисунок 2. Зависимость величины константы скорости
инактивации биферментной системы NAD(P)H:FMN�

оксидоредуктаза�люцифераза от вязкости
при Т=35оС
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что в реакционных смесях с глицерином при вы�
соких температурах происходит уменьшение
времени жизни долгоживущего интермедиата
ферментативной реакции, что ведет к уменьше�
нию времени светоизлучения реакции, тогда как
в присутствии сахарозы происходит стабили�
зация возбужденного интермедиата реакции.

Выводы
В результате проведенного исследования

показано, что сахароза является более эффек�
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тивным проектантом биферментной бактери�
альной биолюминесцентной системы по срав�
нению с глицерином. В сахарозе наблюдается
стабилизация долгоживущего интермедиата
реакции. Термоинактивация ферментов биолю�
минесцентной системы NAD(P)H:FMN�оксидо�
редуктаза�люцифераза в условиях различной
вязкости является мономолекулярным процес�
сом, что указывает на отсутствие процессов дис�
социации ферментов на субъединицы и после�
дующей денатурации.
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