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Аннотация1 
Цель. Определение каталитической активности единичной молекулы пероксидазы хрена (ПХ) 
в реакции окисления субстрата 2,2'-азино-бис-[3-этилбензтиазолин-6-сульфоната] (АБТС) 
пероксидом водорода. 
Процедура и методы. Для определения (мониторинга) каталитической активности ПХ 
использовали поровую технологию, что позволило провести анализ активности единичной 
молекулы ПХ без введения в систему дополнительных компонентов для усиления сигнала. 
Для этого использовали твёрдотельную пору размером около 5 нм, сформированную 
методом электронно-лучевого сверления в пластине нитрида кремния толщиной ~40 нм. 
Молекула ПХ была встроена в эту пору, после чего проводили анализ каталитической 
активности встроенной в пору молекулы, в присутствии АБТС и H2O2 путём измерения 
ионного тока, протекающего через пору со встроенной в неё молекулой ПХ. 
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Результаты. Мониторинг каталитической активности ПХ в реакции окисления АБТС был 
проведён путём регистрации ионного тока, протекающего через пору.  
Теоретическая и/или практическая значимость. Было показано, что изготовленная пора может 
быть использована для мониторинга каталитической активности ПХ. Полученные результаты 
важны для развития работ в области исследования ферментов на уровне единичных молекул. 
Ключевые слова: каталитическая активность, пероксидаза хрена, фермент 
Благодарности и источники финансирования. Эксперименты по определению активности 
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Abstract 
Aim. Determination of the catalytic activity of a single molecule of horseradish peroxidase 
(HRP) in the oxidation reaction of the substrate 2,2ʹ-azino-bis-[3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonate] (ABTS) with hydrogen peroxide. 
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Methodology. To determine (monitor) the catalytic activity of HRP, pore technology has been 
used; it has allowed us to analyze the activity of a single HRP molecule without introducing 
additional components into the system to enhance the signal. For this purpose, a solid-state pore 
of about 5 nm in size, formed by electron-beam drilling in a silicon nitride plate of ~40 nm 
thickness, has been used. A HRP molecule has been embedded in this pore, after which the 
catalytic activity of the molecule embedded in the pore in the presence of ABTS and H2O2 has been 
analyzed by measuring the ion current through the pore with the HRP molecule embedded in it. 
Results. A pore detector has been proposed to study the catalytic activity of HRP in the reaction 
of ABTS oxidation. It has been found that this detector made it possible to monitor the activity 
of this enzyme by registering of ion current through the pore. 
Research implications. It has been shown that the manufactured pore can be used to monitor 
HRP activity. The results obtained are important for the development of work in the field of 
enzyme research at the level of single molecules. 
Keywords: enzyme, horseradish peroxidase, catalytic activity. 
Acknowledgments: The experiments on determination of the enzyme activity were performed 
within the framework of the Program for Basic Research in the Russian Federation for a long-
term period (2021-2030) (No. 122030100168-2). The authors express their gratitude to Joint 
Institute for High Temperatures of the Russian Academy of Sciences for sample preparation. 
The work on sample preparation was supported by the Ministry of Science and Higher 
Education of the Russian Federation (State Assignment No. 075-00269-25-00). 
For citation: 
Ivanov, Yu. D., Ableev, A. N., Shumyantseva, V. V., Shumov, I. D., Ziborov, V. S., Nevedrova, E. D., 
Vinogradova, A. V., Ivanova, I. A., Vaulin, N. V., Lebedev, D. V., Bukatin, A. S., Mukhin, I. S., 
Saraeva, I. N., Apel, P. Y., Yushkov, E. S. & Archakov, A. I. (2025). The use of artificial solid-state 
pores for measurement of catalytic activity of individual molecules of horseradish peroxidase. In: 
Bulletin of the Federal State University of Education. Series: Physics and Mathematics, 1, 40–51. 
https://doi.org/10.18384/2949-5067-2025-1-40-51 

 
Введение 

В последнее время для измерения активности единичных молекул 
используется метод атомно-силовой микроскопии (АСМ) [1–3]. Он позволяет 
регистрировать активность единичной молекулы фермента по мониторингу 
осцилляции зонда атомно-силового микроскопа. Однако для реализации этого 
метода необходимо дорогое оборудование. К другим методам регистрации 
функционирования единичных молекул ферментов относится использование 
природных пор [4–9]. Однако методы на основе природных пор имеют 
ограничения по размерам пор, что не даёт возможности их использования для 
регистрации широкого класса ферментов. Подход с использованием 
искусственных твёрдотельных пор снимает этот недостаток, так как можно 
синтезировать поры разного диаметра.  

Ферментные каталитические системы играют важнейшую роль в различных 
метаболических процессах. Фермент (белок, обладающий каталитической 
активностью) пероксидаза хрена (ПХ) выбран в нашей работе для 
исследования, т. к. этот фермент часто используется в качестве модельного 
объекта при исследованиях широкого класса пероксидаз и является хорошо 
изученным ферментом. Пероксидаза участвует в каталитическом окислении 
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широкого класса органических и неорганических соединений пероксидом 
водорода (H2O2) [10]. Молекулярная масса ПХ составляет около 40 кДа [11]. 
Определение каталитической активности ПХ может проводиться с помощью 
характерной реакции с использованием 2,2ʹ-азино-бис-[3-этилбензтиазолин-6-
сульфоната] (АБТС) и H2O2, как описано в [12]. 

В нашей работе с помощью электронного микроскопа были изготовлены 
поры в SiN размером порядка 5 нм. В такой поре иммобилизовали фермент ПХ, 
и проводили реакцию окисления АБТС пероксидом водорода H2O2. Был 
осуществлён мониторинг изменения ионного тока, протекающего через пору с 
этим ферментом в процессе функционирования этого фермента. 

 
Материалы и методы 

Реактивы 
Фосфатно-солевой буферный раствор в модификации Дульбекко (буфер 

ФСБ-Д) с концентрацией 2 ммоль/л по фосфат-иону (pH 7.6) готовили из смеси 
солей, полученной из Pierce (США). 

Во всех экспериментах использовали бидистиллированную деионизованную 
воду, полученную на установке Millipore (США). 

Фермент ПХ и субстрат АБТС были получены из Sigma (США). 
В экспериментах ПХ использовали в виде раствора в ФСБ-Д. 
Раствор АБТС (0,3 ммоль/л АБТС в 2 ммоль/л ФСБ-Д (pH 7.4)) готовили 

путём растворения АБТС в этом буфере непосредственно перед 
экспериментом.  

Раствор H2O2 разбавляли в 2 ммоль/л ФСБ-Д до концентрации 0,003%. 
 
Поровый детектор 
Пору формировали в пластине (чипе) SiN толщиной порядка 40 нм с 

использованием просвечивающего электронного микроскопа высокого 
разрешения (JEM 2100f). Диаметр сформированной поры составлял порядка 
5 нм. Для изготовления порового детектора SiN-чип со сформированной в нём 
порой устанавливали в крепёжное место между двумя резервуарами (цис- и 
транс-) и промывали бидистиллированной деионизованной водой 
непосредственно перед измерениями. 

Два резервуара (цис- и транс-) измерительной ячейки заполняли 700 мкл 
1 ммоль/л ФСБ-Д (pH 7.4). Ag/AgCl электроды были вмонтированы для 
измерения ионного тока, протекающего через пору. Детектор был экранирован 
с помощью ячейки Фарадея. Для измерений I (ионного тока, протекающего 
через пору) использовали патч-кламп усилитель с уровнем собственного шума 
0,3 фА в полосе частот 1000 Гц. Напряжение изменяли в пределах от -300 до 
300 мВ. Регистрация сигнала от поры проводилась с частотой 10 кГц с 
помощью 16-разрядного аналого-цифрового преобразователя (АЦП). Далее 
сигнал подвергали цифровой фильтрации с помощью низкочастотного 
фильтра Баттерфорта с частотой среза 1000 Гц. При необходимости после 



ISSN 2949-5083 Вестник Государственного университета просвещения. Серия: Физика-Математика 2025 / № 1

44

 

 

измерения чип промывали деионизованной водой для удаления остатков соли 
и снова устанавливали в измерительную ячейку.  

 
Эксперимент 

Сначала, непосредственно перед измерениями, SiN-чип промывали 
бидистиллированной деионизованной водой, после чего в обе камеры 
измерительной ячейки вносили 1 ммоль/л ФСБ-Д буфер и записывали нулевой 
сигнал.  

В холостых опытах исследовали зависимость ионного тока от времени при 
напряжении -200 мВ, когда в цис-камеру добавляли чистый буфер, а затем 
добавляли АБТС до концентрации последнего 0,3 ммоль/л. После этого 
половину объёма раствора откачивали из цис-камеры и туда добавляли раствор 
H2O2. При этом не было отмечено существенных изменений флуктуаций 
ионного тока. После этого проводили рабочие эксперименты, в которых в цис-
камеру измерительной ячейки вносили 10-8 моль/л раствор ПХ в 2 ммоль/л 
ФСБ-Д (рис. 1).  

Рис. 1 / Fig. 1. Зависимость ионного тока через пору от времени. Стрелками показаны:  
(1) – добавление раствора ПХ с концентрацией 10-8 моль/л, напряжение U=-200 мВ;  

(2) – переключение полярности напряжения  на U=200 мВ; (3) – переключение полярности 
напряжения на U=-200 мВ; (4) – добавление АБТС, напряжение U=-200 мВ; 

(5) – добавление H2O2., напряжение U=-200 мВ. Обозначения: ось X – время (сек), ось Y –
 ионный ток через пору (пА) / Time dependence of the ion current through the pore. Arrows 
indicate: (1) – addition of HRP solution with a concentration of 10-8 mol/l, voltage U=-200 mV;  

(2) – switching the voltage polarity to U=200 mV; (3) – switching the voltage polarity to U=-200 mV; 
(4) – addition of ABTS, voltage U=-200 mV; (5) – addition of H2O2, voltage U=-200 mV. 

Designations: X-axis – time (sec), Y-axis – ion current through the pore (pA) 
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Из рис. 1 видно, что для концентрации ПХ C=10-8 моль/л при поданном 
напряжении на цис-ячейку относительно транс-ячейки U=-200 мВ наблюдался 
ионный ток через пору ~ -100 пА. Затем было переключено напряжение: на 
цис-камеру подавалось напряжение другой полярности U=200 мВ. Как видно, 
при этом ионный ток через пору менял свой знак и достигал порядка 100 пА. 
Затем опять меняли полярность в ячейке и устанавливали U=-200 мВ. При этом 
наблюдалось закрывание поры, так как ионный ток через пору приближался к 
0. Затем ячейка заполнялась раствором АБТС, что вызывало изменения сигнала 
в сторону его увеличения, после этого добавляли H2O2 для запуска реакции 
окисления АБТС. При этом наблюдалась серия флуктуаций сигнала с 
существенными колебаниями уровня. Эти существенные колебания были 
присущи работе фермента в течение порядка 1800 секунд. 

 
Обсуждение 

В работе было проведено исследование возможности использования поры 
для анализа активности фермента. Для этого в пору была встроена молекула 
фермента ПХ и далее наблюдалась зависимость флуктуации ионного тока от 
времени во время каталитического цикла. За время каталитического цикла 
наблюдались импульсы ионного тока, которые характеризовали изменения 
размера поры, за счёт изменения формы фермента, встроенного в пору. Эти 
флуктуации ионного тока наблюдались достаточно долго в течение 1800 секунд 
за это время фермент всё ещё продолжал функционировать. Таким образом, 
показано, что единичные молекулы фермента могут сохранять каталитическую 
активность на протяжении порядка 0,5 часа. Холостые опыты в отсутствие 
фермента показали, что не наблюдалось существенных флуктуаций ионного 
тока, когда в измерительной ячейке отсутствует фермент, а присутствуют 
только АБТС и H2O2. Полученные результаты важны для понимания 
функционирования ферментов и могут быть использованы для анализа их 
работы на уровне единичной молекулы. 

 
Заключение 

В работе была использована пора с размером порядка 5 нм, что позволило 
иммобилизовать в ней ПХ. Проведённые эксперименты показали, что такая 
пора с иммобилизованным ПХ может быть использована для мониторинга 
каталитической активности этого фермента в присутствии АБТС и H2O2. В 
процессе функционирования фермента наблюдалась флуктуакции ионного 
тока в течение 1800 секунд, которые не наблюдались в отсутствие АБТС и H2O2. 
Полученные результаты имеют большое значение для выяснения механизма 
функционирования ферментов на уровне единичных молекул. 
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