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Спектроскопия спонтанного комбинационного рассеяния используется для измерения скорост-
ных характеристик ферментативной реакции. Проанализированы временные зависимости инте-
гральных интенсивностей КР-линий в спектрах реакционных смесей. Определена скорость катали-
зируемой α-химотрипсином реакции при разных температурах и pH. 

Ключевые слова: спектроскопия комбинационного рассеяния света, скорость ферментативной 
реакции, ферментативная кинетика, активность. 

 
Spontaneous Raman spectroscopy is used to determine rates of an enzymatic reaction. Time dependen-

ces of integral Raman intensities in the spectra of reaction mixtures are analyzed. The rates of -chymo-
trypsin-catalyzed reaction are determined at different temperatures and pH values. 

Keywords: Raman spectroscopy, enzymatic reaction rate, enzyme kinetics, activity. 
 
Введение. Существует несколько высокочувствительных и специфических методов, позволя-

ющих исследовать химические реакции, в том числе катализируемые ферментами [1—3]. Фотомет-
рические методы применяются для определения активности ферментов [4] и изучения кинетики фер-
ментативных реакций [5, 6]. Изменения естественной флуоресценции ферментов или флуоресценция 
маркеров, связанных с субстратами или ферментами, используются при флуориметрическом иссле-
довании ферментативного катализа [7—10]. С помощью методов абсорбционной и флуоресцентной 
спектроскопии можно непрерывно отслеживать либо исчезновение субстрата, либо появление про-
дукта [11]. Когда эти методы не применимы, используются различные химические методы, в частно-
сти изотермическое калориметрическое титрование [12]. Реакции превращения оптически неактив-
ных лигандов в оптически активные структуры за счет взаимодействия с белковыми молекулами ис-
следуются с помощью спектроскопии оптической активности и кругового дихроизма [13, 14]. Каж-
дый метод эффективен при измерении концентрации компонента реакции, обладающего определен-
ными (оптическими) свойствами. Универсальные методы измерения концентрации произвольного 
компонента реакции в литературе не описаны. 

Методы колебательной спектроскопии являются незаменимыми инструментами в задачах иссле-
дования молекулярной структуры и идентификации веществ. Исследуемые образцы при этом могут 
находиться в любом агрегатном состоянии при любых температурах и pH. Анализ области “отпечат-
ков пальцев” в КР-спектрах позволяет однозначно идентифицировать конкретные соединения и ха-
рактеризовать структуры белков, липидов, углеводов и других классов молекул. В связи с этим  
КР-спектроскопия служит перспективным инструментом для измерения скоростей химических реак-
ций [15]. ИК-спектроскопия, в частности ИК-Фурье-спектроскопия, является высокочувствительным 
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методом исследования различных веществ с определением абсолютных концентраций. Поскольку 
для большинства ферментов нативной является водная среда, то реализация ИК-спектроскопии в 
конфигурации “на пропускание” затруднительна и необходимой становится конфигурация нарушен-
ного полного внутреннего отражения (НПВО). Такие эксперименты могут содержать ошибки, свя-
занные с испарением компонентов раствора, молекулярным осаждением и специфическим взаимо-
действием с поверхностью кристалла НПВО [16]. КР-спектроскопия лишена таких недостатков, но 
имеет худшую чувствительность и требует дополнительной калибровки для преобразования относи-
тельных интенсивностей линий в абсолютные концентрации компонентов. Несмотря на это и в силу 
отсутствия особых требований к исследуемым образцам, КР-спектроскопию можно использовать для 
определения любого субстрата в смеси и, следовательно, для анализа любой ферментативной реак-
ции. Это позволяет изучать ферментативный гидролиз различных, в том числе неспецифических, 
субстратов. 

О применении метода КР-спектроскопии для непрерывного наблюдения изменений молекуляр-
ной структуры веществ, в том числе вызванных химическими превращениями, упоминалось в [17—19], 
для определения скоростей реакций без участия ферментов — в [15, 20]. Анализ данных [3, 21] пока-
зывает, что методы КР-спектроскопии применялись для исследования ферментативных реакций 
только в работе [22], где продемонстрирована возможность использования КР-спектроскопии для 
определения скоростей ферментативных реакций на примере реакции гидролиза 2,4-динитрофенил-
ацетата в присутствии -химотрипсина. Однако гидролиз с 2,4-динитрофенилацетатом упоминается 
в литературе редко, в отличие от другого хромофорного субстрата 4-(п-)нитрофенилацетата. Его гид-
ролиз в присутствии -химотрипсина хорошо изучен, поэтому имеющееся многообразие экспери-
ментальных данных позволяет провести дополнительную верификацию метода, основанного на КР-
спектроскопии.  

Цель настоящей работы — подтверждение возможности использования КР-спектроскопии для 
исследования активности фермента с применением субстрата 4-нитрофенилацетата, а также опреде-
ление активности -химотрипсина при различных температурах и pH. 

Эксперимент. Рассмотрим спонтанный и катализируемый ферментом -химотрипсином гидро-
лиз 4-нитрофенилацетата (C8H7NO4, НФА). Продуктами гидролиза НФА являются 4-нитрофенол 
(C6H5NO3, НФ) и уксусная кислота (C2H4O2): 

 

 
 

В случае спонтанного гидролиза концентрация продукта определяется выражением: 

 0
0[ ] [ ] 1 k tP S e  ,           (1) 

где [S]0 — начальная концентрация субстрата; k0 — константа скорости спонтанного процесса. 
Когда катализируемый -химотрипсином гидролиз протекает при концентрации субстрата, зна-

чительно превышающей концентрацию фермента, концентрация образовавшегося продукта на соот-
ветствующем временном интервале описывается уравнением [23]: 

 [ ] 1 btP At B e   .           (2) 

Если начальная концентрация субстрата [S]0 значительно превышает константу Михаэлиса 
Km(app) и для констант k2 и k3 справедливо k3k2 [24], что обычно имеет место в катализируемом  
-химотрипсином гидролизе НФА, то A = kcat[E]0, B = [E]0. Здесь k2 — константа скорости ацелирова-
ния фермента; k3 — константа скорости деацилирования ацилфермента; kcat — каталитическая кон-
станта, являющаяся комбинацией констант k2 и k3; [E]0 — концентрация активных молекул фермента 
(может отличаться от концентрации фермента в экспериментальном растворе); константа b — ком-
бинация кинетических констант многоступенчатого каталитического процесса [23, 24]: 
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где KS — константа диссоциации/связывания для фермент-субстратного комплекса. 
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Начальный участок кинетической кривой (начальный выброс продукта) для НФА длится не-
сколько секунд [23] и описывается вторым членом уравнения (2). Затем продукт образуется стацио-
нарно и зависимость его концентрации от времени может быть представлена линейной функцией: 

[ ]P At B  .              (4) 

В экспериментах использованы фосфатные буферные растворы с рН 6.5 и 7.8, а также кристал-
лический -химотрипсин (Sigma C4129, лот № SLBV2540). Порошок НФА синтезирован по методи-
ке, аналогичной [25, 26]. Для инициации спонтанного гидролиза 20-мМ раствор НФА в ацетонитриле 
(ИРЕА) добавляли к буферу. При этом начальная концентрация НФА в ацетонитрил-буферном рас-
творе составляла 500 мкМ. Для ферментативного гидролиза 20 мМ раствор НФА в ацетонитриле до-
бавляли к раствору -химотрипсина в буфере (1.3 мг/мл) для достижения концентраций НФА и хи-
мотрипсина 500 и 50 мкМ. Константы для катализируемого химотрипсином гидролиза НФА при ис-
пользуемых pH [23] таковы, что при выбранной концентрации субстрата Km(app)[S]0, из аппрокси-
мации уравнением (4) следует kcat  k3. 

Спектры КР измерены с помощью многофункционального лазерного КР-спектрометра [27]  
с возб = 532 нм (непрерывный твердотельный лазер с диодной накачкой Coherent Verdi-V5) и спект-
ральным разрешением 2 см–1. Мощность возбуждения на образце 1 Вт, соответствующая интенсив-
ность 100 кВт/см2. Компоненты добавлялись в кварцевую кювету и перемешивались. Измерения спек-
тров начинались через 10—15 с после смешивания и проводились непрерывно в течение 30—60 мин 
с временным шагом 4—6 c. Для контроля температуры использован циркуляционный термостат 
LOIP LT-108 (точность 0.1 °C). Температура в кювете 15—30 °C. Результаты [27—30] показывают, 
что измерения КР-спектров белковых растворов даже при существенно более высоких концентраци-
ях при указанных средних мощностях и плотностях мощности не вызывают изменений структуры 
белка. Измерения оптической плотности на  = 532 нм дают оценку нагрева растворов НФА/НФ 
на 1 °C [27]. 

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 показана серия КР-спектров реакционной смеси, исход-
ными компонентами которой являются буферный раствор химотрипсина и раствор НФА в ацетонит-
риле. Возрастающие по интенсивности спектральные линии (отмечены стрелками) на частотах 855, 
1114, 1170, 1290 и 1339 см–1 соответствуют продукту реакции (НФ). В спектре отсутствуют линии 
второго продукта ацетат-иона, которые не перекрываются с линиями других компонентов реакции. 
При этом КР-линии ацетонитрила (923 и 1372 см–1) и фосфатного буфера (987 и 1640 см–1) остаются 
неизменными, а линии -химотрипсина не наблюдаются из-за его низкой концентрации. Построение 
кинетических кривых для субстрата НФА затруднено в силу низкой интенсивности линий и их 
перекрывания с растущими линиями продукта. 

 

 
 

Рис. 1. КР-спектры  гидролиза  НФА,  катализируемого  -химотрипсином,  
измеренные через 0.3, 6.5, 16, 27 и 60 мин после начала реакции при 25 °C и pH 7.8 
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Получение кинетик на основе интегрального сигнала всех возрастающих линий продукта за-
труднительно. Линия 855 см–1 перекрывается с линиями буфера, 1339 см–1 — с убывающей линией 
субстрата 1354 см–1. Линия на частоте 1114 см–1 имеет крайне низкую интенсивность, что также за-
трудняет ее дальнейший анализ. Поэтому кинетические кривые рассматриваемой реакции целесооб-
разно строить для линий 1170 и 1290 см–1. 

Рассмотрим КР-линию продукта НФ на частоте 1290 см–1 и опишем процедуру обработки  
КР-спектров, позволяющую на основе качественных спектральных данных получить кинетическую 
кривую в единицах концентрации. Присутствующая в спектре медленно изменяющаяся фоновая со-
ставляющая устраняется из КР-спектров в интервале 1280—1299 см–1 с помощью двойного диффе-
ренцирования. После этого и сглаживания методом Савицкого—Голея спектральные кривые усред-
няются по нескольким реализациям и нормируются на время накопления и мощность лазерного из-
лучения. Для проведения нормировки измеряются и аналогично обрабатываются спектры продуктов 
в концентрациях, которые ожидаются после полного протекания реакции. В результате получаются 
коэффициенты, позволяющие преобразовать относительные интегральные интенсивности КР-сиг-
нала в интервале 1280—1299 см–1 в абсолютные концентрации веществ в смеси. Полученные кинети-
ческие кривые приводятся как зависимости концентраций компонентов от времени. 

На рис. 2 показаны кинетики концентрации НФ для спонтанного и ферментативного гидролиза 
НФА в присутствии -химотрипсина. Аппроксимация кинетики спонтанной реакции показывает, что 
при 25 °C и pH 7.8 скоростная константа k0 = (2.1±0.1) · 10–5 с–1. Аппроксимация кинетики фермента-
тивного гидролиза уравнением (4) дает kcat = (5.9±0.2) · 10–3 с–1. Результаты согласуются с данны-
ми [23, 31—33]. Оценки показывают, что вклад спонтанного процесса в ферментативную кинетику 
в рассматриваемом случае незначителен и не приводит к выходу скоростных констант за пределы 
указанных доверительных интервалов. Концентрация активных молекул -химотрипсина [E]0 = 
= 31.5±0.7 мкМ, что составляет 63 %. 

 

 

Рис. 2. Временные зависимости концентрации НФ для спонтанного (1) и катализируемого  
-химотрипсином (2) гидролиза НФА при температуре 25 °C и pH 7.8 

 
Результаты аппроксимации кинетических кривых, полученных для двух КР-линий продукта НФ 

на частотах 1170 и 1290 см–1 в интервалах 1164—1175 см–1 и 1280—1299 см–1, дают скоростные кон-
станты, различающиеся на 7 %. Это указывает на возможность применения КР-спектроскопии для 
одновременного получения нескольких кинетических кривых, совместный анализ которых может 
повышать точность результатов. 

На рис. 3 показаны кинетики концентрации НФ для ферментативного гидролиза НФА при раз-
ных температурах. Каждая кривая имеет стадию линейного увеличения концентрации продукта, 
а кинетики при температурах 25 и 30 °C выходят на насыщение. Аппроксимация линейного участка 
кинетик с помощью уравнения (4) дает значения скоростных констант, хорошо согласующиеся  
с результатами [23, 34, 35]: при T = 15, 20, 25 и 30 °C kcat = (3.3±0.2), (4.3±0.3), (5.9±0.2) и 
(14.1±0.8)  103 с–1. 
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Рис. 3. Временные зависимости концентрации НФ для гидролиза НФА, катализируемого  
-химотрипсином,  при  температурах   15 (1),  20 (2),  25 (3)  и  30 °C  (4)  и  pH  7.8;  
на вставке — константы скорости, полученные в результате аппроксимации кинетик 

 

 

Рис. 4. Временные зависимости концентрации НФ для гидролиза НФА, катализируемого  
-химотрипсином, при pH 6.5 (1)  и 7.8 (2) и температуре 25 °C 

 
На рис. 4 показаны начальные участки кинетик ферментативного гидролиза НФА в присутствии 

-химотрипсина при температуре 25 °C и pH 7.8 и 6.5. При сдвиге рН от физиологического значения 
в кислотную область снижается функциональная активность -химотрипсина [2]. Аппроксимация 
кинетик уравнением (4) дает константы kcat = (1.7±0.2) · 10–3 с–1 и (5.9±0.2) · 10–3 с–1 при pH 6.5 и 7.8, 
что согласуется с полученными для нитрофенильных субстратов [23, 36]. 

Заключение. Продемонстрирована возможность применения КР-спектроскопии для исследова-
ния активности фермента -химотрипсина с использованием субстрата 4-нитрофенилацетата. С уче-
том полученных ранее результатов [22] подтверждена возможность использования КР-спектроско-
пии для исследования активности фермента с применением разных субстратов. Сопоставление скоро-
стных констант, полученных в экспериментах, проведенных при различных температурах и pH, 
с имеющимися данными подтверждает корректность методики обработки данных КР-спектроскопии, 
предложенной для получения кинетических кривых. Результаты аппроксимации кинетик для двух 
КР-линий продукта дают совпадающие значения констант, что подтверждает возможность использо-
вания метода КР-спектроскопии для одновременного исследования нескольких кинетических кривых 
с целью повышения точности результатов. 
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