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ПОВЫШЕНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ЭЛЕКТРОКАТАЛИЗА ЦИТОХРОМА 
Р450 3А4 С ПОМОЩЬЮ МОДИФИКАЦИИ ЭЛЕКТРОДА 

ПРОСТРАНСТВЕННО-УПОРЯДОЧЕННЫМИ НАНОСТРУКТУРАМИ 
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Предложен новый подход для модификации электродов с использованием пористых мембран на
основе анодного оксида алюминия, содержащих сонаправленные поры диаметром 0.1 и 0.2 мкм и
мембраноподобного вещества дидодецилдиметиламмония бромида (ДДАБ) для исследования
электрокаталитической эффективности системы. Такой подход позволяет увеличить каталитиче-
скую эффективность цитохрома P450 3А4 в реакции N-деметилирования эритромицина на 132%
при использовании мембраны с порами 0.1 мкм и на 32% при использовании аналогичной мембра-
ны с размером пор 0.2 мкм. Модификация электродов с помощью пористых мембран смещает по-
тенциал электрохимического восстановления и катализа цитохрома P450 3А4 в анодную область на
0.070–0.050 В, что свидетельствует о термодинамически более выгодном процессе электронного
транспорта и ферментативного электрокатализа.
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Ферменты играют важную роль в исследова-
нии биохимии метаболических путей и патологи-
ческих процессов, в медицинской диагностике, в
синтезе лекарственных препаратов (антибиоти-
ков, стероидных гормонов, прекурсоров), в фар-
макологии в качестве лекарственных препаратов,
в разработке (био)сенсорных и диагностических
систем, в агротехнике, в промышленном химиче-
ском синтезе, в пищевой промышленности [1].

Среди ферментных систем цитохромы Р450
активно исследуются вследствие высокой функ-
циональной и медицинской значимости. Цито-
хромы P450 – гем-тиолатные монооксигеназы,
катализирующие большое число различных ти-
пов химических реакций, и присутствующие во
всех классах живых организмов. Широкая суб-
стратная специфичность цитохромов P450 позво-
ляет использовать их для получения фармаколо-
гически значимых препаратов [2, 3]. Главным
ограничением в реализации такого биотехноло-
гического подхода является использование до-
полнительных редокс-партнерных белков и
НАДФН в качестве источника электронов для ре-
конструируемых систем. В электрохимических
системах донором электронов является электрод.
Для создания эффективных электрохимических
цитохром Р450-систем были разработаны различ-
ные типы электродов и материалы для их моди-
фикации, основной задачей которых является со-
хранение нативной структуры фермента и его ка-
талитической активности [4, 5]. Иммобилизация
белка на рабочей поверхности электрода необхо-
дима для эффективного электронного транспорта

УДК 612.015.1; 577.15; 543.94

1 Федеральное государственное бюджетное научное 
учреждение “Научно-исследовательский институт 
биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича”, 
Москва, Россия
2 Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н.И. Пирогова, 
Москва, Россия
3 Институт биоорганической химии НАН Беларуси, 
Минск, Беларусь
4 Химический факультет Московского государственного 
университета имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия
*e-mail: viktoria.shumyantseva@ibmc.msk.ru



378

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 506  2022

ШУМЯНЦЕВА и др.

и обмена реакционной среды. Однако при этом
существует проблема взаимодействия белка с
“твердыми” двумерными (2D) поверхностями,
что может приводить к денатурации белка [6].
Ключевым моментом электроанализа является
обоснованный выбор типа электродов для наибо-
лее эффективного процесса переноса электронов
и регистрации молекулы, биохимического собы-
тия, каталитического тока как индикатора элек-
трокатализа [5, 7]. При работе с “твердыми” элек-
тродами модификация рабочей поверхности (на-
пример, мембраноподобными, поверхностно-
активными соединениями) не только способ-
ствует более эффективному электронному транс-
порту, но может приводить к стабилизации тре-
тичной структуры белка. Новизной подхода,
предложенного в данной работе, является вклю-
чение фермента в трехмерную структуру пори-
стой мембраны, помещенной на рабочий элек-
трод. При этом осуществляется переход от 2D к
3D типу электрода, что может способствовать
стабилизации структуры белка и повышению его
удельной каталитической активности.

В качестве трехмерного пористого материала
(3D) нами были использованы мембраны из
анодного оксида алюминия, содержащие сона-
правленные поры диаметром 0.1 мкм (Anodisc 13,
Whatman 0.1 μm, cat No. 6809-7013) и 0.2 мкм (An-
odisc 13, Whatman 0.2 μm, cat No. 6809-7023). Ди-
зайн электрохимического эксперимента позволя-
ет включить фермент в 3D-нанопоры на плоском
электроде, осуществить 2D → 3D переход матри-
цы и эффективно исследовать каталитическую
активность цитохрома Р450 3А4 (схема 1). Глав-
ными преимуществами мембраны на основе
анодного оксида алюминия являются химическая
стабильность, высокоорганизованная и регуляр-
ная структура нанопор, а также коммерческая до-
ступность. На рис. 1 приведены микрофотогра-
фии используемой мембраны с порами диамет-
ром 0.1 мкм, полученные с помощью
сканирующего электронного микроскопа. Мем-

брана имеет регулярное расположение пор для
эффективного включения исследуемого белка.
Средний размер мономеров цитохромов Р450 ле-
жит в нанометровом диапазоне [8], что позволяет
предположить возможность включения белка в
поры.

Электрохимические измерения проводили с
помощью потенциостата AUTOLAB 302 N
(Metrohm Autolab, Нидерланды), снабженного
программным обеспечением NOVA (версия 2.0).
В работе использовали трехконтактные электро-
ды с графитовыми рабочим и вспомогательным
электродами и хлоридсеребряным электродом
сравнения (ПГЭ – печатный графитовый элек-
трод), полученные методом трафаретной печати,
(ColorElectronics, Россия). Диаметр рабочего
электрода 2 мм. Для изготовления мембраны со-
ответствующего диаметра анодный оксид алюми-
ния нарезали на круги с помощью волоконного
лазера “МиниМаркер 2”. В экспериментах по ре-
гистрации электрокаталитической активности
цитохрома Р450 3А4 использовали циклическую
вольтамперометрию (ЦВА) и горизонтальное
расположение электродов. Все электрохимиче-
ские измерения проводили при комнатной тем-
пературе в 100 мМ калий-фосфатном буфере с
50 мМ NaCl в качестве фонового электролита,
рН 7.4.

Электроактивная площадь ПГЭ и модифици-
рованных электродов была рассчитана по уравне-
нию Рэндлса-Шевчика [9, 10] с использованием
внешнего электролита 5 мМ раствора гексациа-
ноферрата калия. Было зарегистрировано увели-
чение электроактивной площади электрода при
модификации мембранами из анодного оксида
алюминия (Anodisc 0.1 мкм) и ДДАБ по сравне-
нию с немодифицированным электродом и элек-
тродом, модифицированным только ДДАБ (рис. 2).
Электроаналитические характеристики электро-
дов, модифицированных мембранами из анодно-
го оксида алюминия (Anodisc 0.1 мкм) и ДДАБ,
продемонстрировали существенное увеличение

Схема 1. Модификация электрода с помощью высокоорганизованных и регулярных нанопор на основе анодного ок-
сида алюминия (Anodisc).

Электрод

Модификатор
электрода

Нанопоровая
мембрана

2D

Электрод

Переход 2D�3D
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электроактивной площади модифицированных
электродов (в 2.5 и 103 раза соответственно) по
сравнению с немодифицированным электродом
и электродом, модифицированным ДДАБ, что
говорит об эффективности использования мем-
браны с порами субмикронного размера (0.0014,
0.000034 и 0.0035 см2 для ПГЭ, ПГЭ/ ДДАБ и
ПГЭ/Anodisc 0.1 мкм/ ДДАБ соответственно).

Электроды с иммобилизованными рекомби-
нантными изоформами цитохромов Р450 явля-
ются эффективными инструментами при поиске
новых субстратов, ингибиторов, активаторов это-
го класса гемопротеинов [11–14]. Антибиотик из
группы макролидов эритромицин (ЭР) является
субстратом цитохрома Р450 3А4 (CYP3A4) и ис-
пользуется для сравнительного анализа каталити-
ческой активности этой изоформы [14]. Для ана-
лиза электрохимического восстановления цито-
хрома Р450 3А4, иммобилизованного на
электроде как источнике электронов, на поверх-
ность рабочего электрода помещали мембрану из
анодного оксида алюминия соответствующего
диаметра, содержащую поры со средним диамет-
ром 0.1 или 0.2 мкм, затем наносили 2 мкл 0.1 М
ДДАБ в хлороформе, после испарения хлорофор-
ма (10 мин) наносили 1 мкл 142 мкМ цитохрома
P450 3A4. На рис. 3А и 3Б приведены сравнитель-
ные ЦВА цитохрома Р450 3А4 в диапазоне потен-
циалов –0.1–0.6 В. При вычитании фоновой ЦВА
электрода без фермента (ПГЭ/ДДАБ) получены
более четкие вольтамперограммы, демонстриру-
ющие смещение потенциала восстановления ге-
мопротеина при использовании пористой мем-
браны в анодную область потенциалов, что сви-
детельствует о термодинамически более

Рис. 1. Микрофотографии пористой мембраны, по-
лученные с помощью сканирующего электронного
микроскопа Hitachi S 5500 при различных увеличени-
ях 2 мкм (а) и 500 нм (б).

2 мкм2 мкм2 мкм
(а)(а)(а)

(б)(б)(б)

S5500 1.0 kV 0.4 mm �25.0 k SES5500 1.0 kV 0.4 mm �25.0 k SES5500 1.0 kV 0.4 mm �25.0 k SE

500 нм500 нм500 нмS5500 1.0 kV 0.4 mm �100 k SES5500 1.0 kV 0.4 mm �100 k SES5500 1.0 kV 0.4 mm �100 k SE

Рис. 2. Циклические вольтамперограммы ПГЭ и ПГЭ/ДДАБ и ПГЭ/Anodisc 0.1 мкм/ ДДАБ при скорости развертки
потенциала 0.05 В/с. Измерения проводили в горизонтальном режиме, в 100 мкл 5 мМ раствора гексацианоферрата ка-
лия. Диапазон потенциалов –0.3–+1 В.
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выгодном процессе электрохимического восста-
новления иона железа гема цитохрома Р450 3А4
[15] в соответствии со схемой Fe(III) + ē ⇄ Fe(II) +
+ О2 → Fe(II)О2 [3, 11, 14].

Эффективность электрокатализа оценивали
по накоплению продукта цитохром P450 3A4 ре-
акции N-деметилирования эритромицина – фор-
мальдегида [16].

Как следует из табл. 1, использование мембран
из анодного оксида алюминия (Anodisc 0.1 и
0.2 мкм) для модификации электрода позволяет
сместить потенциал восстановления цитохрома
Р450 3А4 и потенциал катализа эритромицина в
анодную область, что способствует процессу пе-
реноса электронов между электродом и активным
центром фермента и делает его термодинамиче-
ски более выгодным [4, 15]. Несмотря на меньшее

количество электроактивного белка на ПГЭ/Ano-
disc 0.1/ДДАБ/CYP3A4, (параметр Г0, моль/см2)
каталитическая активность такой системы суще-
ственно превышает ПГЭ/ДДАБ/CYP3A4 (232%).
Этот эффект может отражать сохранение катали-
тической активности фермента в порах простран-
ственно-упорядоченных структур на основе
анодного оксида алюминия.

Включение фермента в поры анодного оксида
алюминия с диаметром 0.1 и 0.2 мкм позволило
повысить эффективность электрокатализа за счет
перехода от двумерной поверхности планарного
электрода к трехмерной объемной структуре ра-
бочего электрода с субмикронным диаметром
пор.

Таким образом, нами был разработан новый
подход к повышению каталитической активно-

Рис. 3. (а) Циклические вольтамперограммы (ЦВА)
цитохрома Р450 3А4 иммобилизованного на
ПГЭ/ДДАБ (–), ПГЭ/Anodisc 0.1 мкм/ДДАБ (–) и
ПГЭ/Anodisc 0.2 мкм/ДДАБ (–). (б) Циклические
вольтамперограммы цитохрома Р450 3А4, иммо-
билизованного на ПГЭ/ДДАБ (–), ПГЭ/Anodisc
0.1 мкм/ДДАБ (–) и ПГЭ/Anodisc 0.2 мкм/ДДАБ (–),
с вычитанием соответствующей фоновой кривой.
Скорость сканирования 0.1 В/с.
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Рис. 4. (а) Циклические вольтамперограммы цито-
хрома Р450 3А4, иммобилизованного на ПГЭ/Anodisc
0.1 мкм/ДДАБ (–), при добавлении субстрата эритро-
мицина (–), ПГЭ/ДДАБ (–). (б) Циклические вольт-
амперограммы цитохрома Р450 3А4, иммобилизован-
ного на ПГЭ/Anodisc 0.1 мкм/ДДАБ (–) при добавле-
нии субстрата эритромицина (–), с вычитанием
фоновой кривой ПГЭ/ДДАБ. Скорость сканирова-
ния 0.1 В/с.
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сти цитохрома Р450 3А4 с помощью модифика-
ции электродной поверхности, позволяющий пе-
ревести процесс переноса электронов в цитохром
Р450 3А4-электрохимических системах в термо-
динамически более выгодный режим и суще-
ственно увеличить (более чем в 2 раза) каталити-
ческую активность цитохрома P450 3A4 в элек-
трокаталитической реакции N-деметилирования
макролидного антибиотика эритромицина.
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Таблица 1. Электрохимические характеристики и сравнение каталитической активности цитохрома Р450 3А4

Электрод Ered, В Ecat, В Г0, моль/см2 Icat/ Ired
Относительная 
эффективность 

катализа, %

ПГЭ/ДДАБ/ CYP3A4 –0.432 ± 0.008 –0.450 ± 0.005 3.94 ± 0.69 × 10–11 0.99 ± 0.21 100 ± 9

ПГЭ/Anodisc 0.1/ДДАБ/CYP3A4 –0.368 ± 0.005 –0.385 ± 0.021 7.11 ± 4.79 × 10–12 1.12 ± 0.8 232 ± 4

ПГЭ/Anodisc 0.2/ДДАБ/CYP3A4 –0.355 ± 0.025 –0.402 ± 0.017 6.78 ± 2.97 × 10–12 0.77 ± 0.17 132 ± 5
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INCREASING THE EFFICIENCY OF CYTOCHROME P450 3A4 
ELECTROCATALYSIS USING ELECTRODE MODIFICATION 
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NANOSTRUCTURES FOR INVESTIGATION OF METABOLIC 

TRANSFORMATIONS OF DRUGS
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A new approach was proposed for modifying electrodes using porous membranes based on anodic aluminum
oxide with pore diameters of 0.1 μm and 0.2 μm and a membrane-like substance didodecyldimethylammo-
nium bromide (DDAB) to study the electrocatalytic efficiency of the system. This approach allows one to in-
crease the catalytic efficiency of the cytochrome P450 3A4-dependent N-demethylation of erythromycin by
132% when using a membrane with pore diameter of 0.1 μm and by 32% when using a membrane with 0.2 μm
pore size. Electrode modification using porous membranes shifted potential of electrochemical reduction
and catalysis of cytochrome P450 3A4 in positive direction by 0.070–0.050 V, which indicates a thermody-
namically more favorable process of electron transfer and enzymatic electrocatalysis.

Keywords: сytochrome P450 3A4, porous membrane, electrocatalysis, erythromycin, bioelectrochemistry,
anodic aluminum oxide
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