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АННОТАЦИЯ

В обзоре представлен анализ современного  состояния исследований в области биотестирования,  об-
суждаются проблемы и способы их решения. Рассматриваются основные принципы применения ферментов 
в биотестировании,  приводятся примеры использования ферментов для обнаружения токсикантов в раз-
личных образцах. На основе анализа многочисленных литературных данных оцениваются преимущества 
и ограничения,  а также перспективы применения ферментов для выполнения задач биотестирования. 
Отдельный раздел обзора посвящен биолюминесцентным ферментативным биотестам,  разработанным 
авторами и успешно  реализуемым для экологического  мониторинга воды,  почвы и воздуха. Обосновыва-
ется необходимость разработки батареи ферментативных тестов,  позволяющей наиболее полно  и точно  
ответить на вопросы о  степени загрязнения объектов окружающей среды.

Ключевые слова: биотестирование,  ферментативные тесты,  биолюминесценция,  экологический мо-
ниторинг,  пестициды,  тяжелые металлы.

Традиционно  для целей экологического  
мониторинга используется химический ана-
лиз,  где основным критерием токсичности 
является превышение содержания токсикан-
тов по  сравнению с ПДК. Хотя эти методы от-
личаются исключительной избирательностью 
и точностью [Hussain,  Keçili,  2020a,  b],  су-
ществует ряд недостатков,  ограничивающих 
их использование,  в том числе длительность,  
высокая стоимость,  невозможность идентифи-
кации многочисленных токсических веществ,  
применение токсичных растворителей в про-

В настоящее время более 159 миллионов ве-
ществ внесены в Химическую реферативную 
службу (Chemical Abstract Service,  CAS),  
крупнейшую в мире базу данных о  химиче-
ских веществах,  причем этот список ежеднев-
но  обновляется. Поэтому крайне важным в на-
стоящее время является поиск аналитических 
систем,  пригодных как для экспрессной оцен-
ки токсичности новых веществ,  так и контро-
ля состояния окружающей среды. Для решения 
этих проблем используют главным образом два 
подхода: химический и биологический.
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боподготовке образцов и,  что  наиболее важно,  
отсутствие указаний на биологический эффект 
[Xu et al.,  2014;  Wieczerzak et al.,  2016;  Dopp 
et al.,  2019]. Более того,  химический состав 
любого  объекта окружающей среды непре-
рывно  меняется вследствие взаимодействия 
веществ между собой и компонентами окру-
жающей среды,  например,  с гуминовыми 
и фульвокислотами.

Второй подход состоит в определении ток-
сичности среды непосредственно  при дей-
ствии ее на живой организм –   это  методы 
биодиагностики. В этом случае изучают от-
ветные реакции биологических систем разных 
уровней организации на действие природных 
и антропогенных факторов. По  интенсивности 
ответной реакции проводят оценку состояния 
биоты и качества среды ее обитания. В зави-
симости от уровня биологической организации 
ответов среди биодиагностических методов 
различают биомаркирование,  биоиндикацию 
и биотестирование. Биомаркирование оцени-
вает степень воздействия природных и ан-
тропогенных факторов на живые организмы 
по  изменению ряда морфофункциональных 
показателей (биомаркеров),  регистрируемых 
на суборганизменном и организменном уров-
не биологической организации [Sogorb et al.,  
2014;   Lima et al.,  2018]. Биоиндикация под-
разумевает анализ видимых или незаметных 
повреждений или отклонений от нормы,  яв-
ляющихся признаками стрессового  воздей-
ствия,  у свободноживущих организмов в их 
естественном окружении [Parmar et al.,  2016]. 
Методы биотестирования позволяют оценить 
степень воздействия токсических веществ или 
анализируемых образцов воды,  почвы и воз-
духа на параметры жизнедеятельности те-
стовых организмов,  культивируемых в ис-
кусственно  поддерживаемых стандартных 
условиях при лабораторных экспериментах 
[Blaise,  Ferard,  2005;  Bosch-Orea et al.,  2017;  
Ekelund,  Häder,  2018].

В настоящее время разработано  более 200 
биотестов для выявления эффектов различ-
ных воздействий на состояние природной 
среды [Есимбекова и др.,  2018]. Привлека-
тельность биологического  тестирования для 
исследователей заключается в том,  что  оно  
позволяет оценить антропогенное воздействие 
на среду обитания в показателях,  имеющих 
биологический смысл.

Данный обзор  представляет собой анализ 
современного  состояния сравнительно  ново-
го  направления биологического  тестирования,  
основанного  на использовании фермента-
тивных реакций. Ферментативное биотести-
рование возникло  на стыке биомаркирова-
ния и биотестирования. При этом в качестве 
тест-объектов используют ферменты (сход-
ство  с биомаркированием),  однако  принципы 
применения ферментативных методов в био-
диагностике сходны с принципами экоток-
сикологической оценки состояния объектов 
окружающей среды методами биотестирова-
ния. В обзоре анализируются проблемы био-
логического  тестирования,  обосновывается 
применимость ферментов в качестве тест-си-
стем,  приводятся характеристики фермент-
ных тест-систем,  применяемых в биодиагно-
стике состояния окружающей среды,  особое 
внимание отводится биолюминесцентному 
ферментативному биотестированию.

ПРОБЛЕМЫ БИОТЕСТИРОВАНИЯ

Биологический контроль состояния окру-
жающей среды поставил много  новых вопро-
сов. Они касаются общей методологии этого  
подхода,  непосредственного  исполнения кон-
троля состояния среды с помощью биологи-
ческих объектов,  принципов нормирования 
выбросов и,  наконец,  медико-биологических 
проблем биологического  контроля.

Существует проблема оценки результатов 
каждого  конкретного  исследования и реше-
ния вопроса о  наличии токсического  эффек-
та. Некоторые авторы,  например,  считают,  
что  значения ПДК часто  необоснованно  за-
вышаются,  т. е. патологическим считается лю-
бое незначительное отклонение от нормы [Во-
робейчик и др.,  1994].

Другая проблема состоит в том,  что  до-
вольно  часто  для оценки состояния биоцено-
за используют один биотест. Экстраполяция 
результатов одного  теста для оценки опасно-
сти токсического  соединения в целом может 
быть ошибочной [Lyubenova,  Boteva,  2016]. 
Возможно,  какой-то  один из биотестов дей-
ствительно  является идеальным для оцен-
ки,  например,  качества воды,  но  при этом 
встает вопрос об объекте,  для которого  опре-
деляется качество  воды. Если задача состо-
ит в определении безопасности употребления 
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воды человеком,  тогда лучшим биотестом яв-
ляется сам человек,  а остальные следует при-
знать лишь приближением к нему [Shanks et 
al.,  2009]. Действительно,  из анализа литера-
турных данных понятно,  что  отсутствие ре-
акции конкретного  биотеста говорит не об от-
сутствии загрязнения,  а о  недостаточной 
чувствительности используемого  тест-объек-
та к загрязняющим веществам. Верно  и об-
ратное: изменение параметров конкретного  
биотеста может не означать,  что  данная сре-
да является токсичной для человека. Даже та-
кой классический тест-объект,  как дафнии,  
не отражает реальной опасности для челове-
ка: отсутствие гибели дафний не гарантирует 
безопасность воды для человека,  так же как 
наличие гибели дафний не является абсолют-
ным показателем непригодности воды для пи-
тья [Красовский и др.,  1991].

Еще одна проблема состоит в том,  что  ре-
зультаты биотестирования могут в значитель-
ной степени зависеть от источника получения 
тест-организмов и используемых в конкретной 
лаборатории методов [Crane,  Maltby,  1991],  
что  свидетельствует о  низкой воспроизводи-
мости результатов. Воспроизводимость может 
быть связана с влиянием условий экспери-
мента,  например,  таких ключевых факторов,  
как температура,  пища,  наличие стрессовых 
факторов,  на биологические ответы тестиру-
емых организмов в присутствии химического  
загрязнения [Wang,  2018]. Более того,  стан-
дартизированные лабораторные условия при 
проведении биотестов отличаются от есте-
ственной среды обитания организмов и не по-
зволяют учитывать множество  косвенных 
факторов,  к примеру,  взаимодействий меж-
ду стрессовыми факторами различной приро-
ды [Vighi,  Villa,  2013;   Lyubenova,  Boteva,  
2016],  а использование только  одного  теста 
усугубляет ситуацию.

В настоящее время общепризнанной необ-
ходимостью является использование в биодиа-
гностике группы тестовых организмов –  бата-
реи тестов [Pandard et al.,  2006;  Pandey et al.,  
2019]. Это  позволяет уменьшить риск недо-
оценки или переоценки общей токсичности ис-
следуемого  образца [Wieczerzak et al.,  2016],  
а принадлежность тест-объектов к различным 
таксономическим уровням позволяет говорить 
об осуществлении интегральной оценки эколо-
гического  состояния [Terekhova et al.,  2018]. 

Именно  мониторинг токсического  воздей-
ствия на группу взаимосвязанных организмов 
разных трофических уровней или на искус-
ственно  созданную экосистему с ключевы-
ми представителями (модельные экосистемы,  
микрокосмы,  мезокосмы) представляется наи-
более реалистичным подходом,  приближен-
ным к достоверным экологическим эффектам 
[Lyubenova,  Boteva,  2016]. Сформулирова-
ны требования к биотестам,  претендующим 
на включение в экспертную батарею тестов: 
1) доступность и простота культивирования 
тест-объектов,  2) возможность четкой реги-
страции эффектов,  3) простота техники вы-
полнения биотеста,  4) экспрессность,  5) точ-
ность,  воспроизводимость и достоверность 
результатов,  6) достаточно  высокая чувстви-
тельность,  7) экономичность [Weyandt,  1990].

Также следует учитывать,  что  в насто-
ящее время под давлением общественности 
в некоторых странах запрещается использо-
вать в качестве тест-объектов позвоночных 
на неэмбриональных стадиях жизненного  
цикла. Поэтому активно  обсуждаются альтер-
нативные подходы к тестированию на живот-
ных,  изначально  формулируемые как “3Rs” 
(Reduce,  Refine,  Replace) и рассматриваемые 
только  для биотестов,  основанных на исполь-
зовании млекопитающих. В дальнейшем такой 
подход распространился и на других живот-
ных,  при этом “3Rs” стратегия преобразова-
лась в “6Rs” (Reduce,  Refine,  Replace,  Re-
producible and Reliable,  Relevant,  Regulatory 
accepted),  означающую,  что  альтернатив-
ные тесты должны быть также воспроизводи-
мыми,  надежными,  экологически значимыми 
и закреплены на законодательном уровне [Lil-
licrap et al.,  2016]. Конкретные меры и аль-
тернативные стратегии,  в частности,  “лабора-
тория-на-чипе”,  in silico методы (например,  
модели QSAR),  базы экспериментальных 
данных,  нацелены на реализацию стратегии 
“6Rs”. Тем не менее этот подход должен пре-
одолеть множество  барьеров для повсеместно-
го  принятия в качестве процедуры оценки ри-
сков [Schiffelers et al.,  2014;  Dang et al.,  2017].

Таким образом,  выводы,  сделанные на ос-
нове экстраполяции результатов с использо-
ванием модельных животных в токсикологии,  
не всегда полностью релевантны для челове-
ка,  результаты любого  биотеста говорят лишь 
о  реакциях конкретного  тест-объекта на ис-
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следуемую среду. Крайне важным при про-
ведении тестов на экотоксичность является 
учет косвенных факторов. Воспроизводимость 
и сходимость результатов анализов наряду 
с доказанной чувствительностью к воздей-
ствию токсических веществ определяют воз-
можность применения тест-объекта для био-
диагностики состояния объектов окружающей 
среды. Для надежной оценки риска загрязне-
ния окружающей среды необходимы знания 
о  воздействии на разных уровнях биологиче-
ской организации. Наблюдается тенденция пе-
рехода к новым in vitro и in silico стратегиям 
тестирования,  что  увеличивает перспективы 
использования ферментативных методов ана-
лиза для решения задач биодиагностики со-
стояния окружающей среды.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ  

БИОМАРКЕРОВ В БИОДИАГНОСТИКЕ

Изменение активности ферментов у водных 
и почвенных организмов используется в каче-
стве биомаркеров загрязнения воды или поч-
вы достаточно  давно. Среди факторов,  опре-
деляющих выбор  ферментов –   биомаркеров 
загрязнения,  первостепенное значение име-
ют достаточно  высокий уровень их активно-
сти в клетке,  чувствительность к различным 
внешним токсическим воздействиям,  а так-
же простота и надежность методов опреде-
ления их активности. Так,  например,  оцен-
ку загрязнения водных экосистем проводят 
по  активности фосфатаз у моллюсков. Пока-
зано,  что  бензин и дизельное топливо  ока-
зывают ингибирующее действие на фермен-
ты улитки Tympanotonus fuscatus [Edori et 
al.,  2014],  медь ингибирует активности кис-
лой и щелочной фосфатаз морского  гребешка 
Mizuhopecten yessoensis [Istomina et al.,  2019]. 
В работе [Seitkalieva et al.,  2016] оценку об-
щего  загрязнения естественной морской эко-
системы проводили по  изменению активности 
кислых и щелочных фосфатаз мидии Creno-
mytilus grayanus.

Помимо  фосфатаз в качестве биомаркеров 
загрязнения активно  используются пищева-
рительные ферменты [Li et al.,  2010;  Caruso et 
al.,  2016]. Например,  известно,  что  длитель-
ное воздействие оловоорганического  соеди-
нения трибутилолова ведет к значительному 
ингибированию активностей амилазы,  липа-

зы и трипсина у мальков обыкновенного  кар-
па Cyprinus carpio [Li et al.,  2014]. В работе 
[Hani et al.,  2018] показано  снижение активно-
стей трипсина,  амилазы и кишечной щелоч-
ной фосфатазы у трехиглой колюшки Gaste‑ 
rosteus aculeatus при воздействии кадмия.

Различные семейства рыб (пираньевых,  
лососевых,  тресковых,  прохилодонтовых) об-
ладают высокой чувствительностью холин-
эстераз и трансаминаз к хлорорганическим 
и фосфорорганическим пестицидам [Narra et 
al.,  2011;  Lopes et al.,  2014;  Greer et al.,  2019]. 
Авторы [Khare et al.,  2019] на примере пести-
цидов карбарила и метилпаратиона показали 
перспективность применения ферментов ка-
талазы и глутатионредуктазы в качестве био-
маркеров окислительного  стресса для изуче-
ния синергетического  действия пестицидов.

В меньшей степени ферментативные ме-
тоды используются для проведения токси-
кологического  анализа почв,  хотя имеются 
многочисленные данные,  указывающие на вы-
сокую чувствительность почвенных фермен-
тов к различным загрязнениям,  в том числе 
тяжелыми металлами и фунгицидами [Bartko-
wiak et al.,  2017;  Wang et al.,  2017;  Jaworska,  
Lemanowicz,  2019;  Zhang et al.,  2019]. Напри-
мер,  в работе [Bartkowiak et al.,  2017] отмеча-
ется,  что  в качестве индикаторов загрязнения 
почвы тяжелыми металлами может быть ис-
пользована активность таких ферментов,  как 
каталазы,  дегидрогеназы и фосфатазы. В ра-
боте по  исследованию изменения биологиче-
ской активности почвы в ответ на загрязне-
ние фунгицидом азоксистробином показано,  
что  азоксистробин оказывает ингибирующее 
влияние на активность дегидрогеназ,  катала-
зы,  уреазы,  кислой и щелочной фосфатаз,  
но  вместе с тем отмечается,  что  дегидроге-
назы более устойчивы к действию фунгицида 
[Bacmaga et al.,  2015].

Таким образом,  использование ферментов 
в качестве биомаркеров продемонстрировало  
их высокую чувствительность и специфич-
ность к действию целого  ряда загрязните-
лей и подтвердило,  что  в основе изменений 
общебиологических показателей (выживае-
мость,  рост,  размножение,  поведение и т. д.) 
лежат биохимические изменения в живых 
клетках. Однако  биохимические маркеры 
не всегда более чувствительны,  чем реакции 
всего  организма [Jemec et al.,  2010]. Их чув-
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ствительность зависит от способа действия,  
продолжительности воздействия и тестируе-
мых видов. Следует отметить,  что  существу-
ет ряд ограничений и недостатков при ис-
пользовании ферментативных тестов in situ: 
нестабильность измеряемых контрольных био-
химических характеристик живых организ-
мов,  необходимость выделения ферментов 
из тест-организма для измерения его  актив-
ности,  что  увеличивает время и усложняет 
процедуру проведения анализа. Кроме того,  
ограничено  число  ферментов,  активность ко-
торых можно  определить в живом организме.

Несомненными преимуществами перед 
ферментативными тестами in situ облада-
ют ферментативные тесты in vitro. Действи-
тельно,  работа с выделенными ферментами 
позволяет изучить механизмы воздействия 
токсикантов на функционирование отдель-
ных звеньев метаболической цепи,  упростить 
и ускорить процедуру проведения анализа,  
варьировать чувствительность методов путем 
изменения условий проведения анализа (на-
пример,  изменяя соотношение компонентов 
реакционной смеси),  увеличить сходимость 
и воспроизводимость анализа за счет пере-
хода от живого  организма к реактиву. В на-
стоящее время использование ферментов in 
vitro позволило  разработать принципиально  
новые экспрессные регулируемые биодатчи-
ки для экологического  мониторинга объектов 
окружающей среды.

ПРИМЕНЕНИЕ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ МЕТОДОВ 

В БИОТЕСТИРОВАНИИ

Ферментативные методы,  применяемые 
в биотестировании,  основаны на эффектах ак-
тивации или ингибирования ферментов токси-
ческими веществами,  пропорциональных ко-
личеству токсикантов в пробе.

На использовании эффекта активации фер-
ментов основаны специфические методы об-
наружения аналита,  который является суб-
стратом или,  реже,  кофактором конкретного  
фермента. Таким образом,  его  наличие в про-
бе приводит не к ингибированию активности 
фермента,  а к повышению скорости фермен-
тативной реакции пропорционально  концен-
трации субстрата или кофактора. Примером 
подобных тестов является использование ор-
ганофосфатгидролазы для анализа содержа-

ния фосфоорганических пестицидов в продук-
тах питания,  речных и сточных водах,  а также 
кислой органофосфатангидролазы для анали-
за газов нервно-паралитического  действия 
[Aubert et al.,  2004;  McDaniel,  2004;  Simoni-
an et al.,  2004]. Предложен метод детекции ио-
нов марганца и кобальта,  основанный на оцен-
ке активности аргиназы после специфического  
связывания апофермента с Mn2+ или Co2+. Ко-
личество  продукта гидролиза L-аргинина –   
мочевины –  пропорционально  концентрациям 
ионов данных металлов,  пределы обнаруже-
ния составляют 1 и 2,5 пМ для Mn2+ и Co2+ со-
ответственно  [Stasyuk et al.,  2018].

Ферментативные методы специфическо-
го  анализа могут быть основаны также на не-
обратимом и обратимом ингибировании ак-
тивности ферментов. При ферментативном 
тестировании проводят анализ активно-
сти ферментов в отсутствие (A0) и в присут-
ствии (A1) ингибитора,  затем рассчитывают 
степень ингибирования активности фермента 
по  формуле ((A0 –   A1)/A0)·100 %  (рис. 1). Кро-
ме того,  используют параметр  IС50,  представ-
ляющий собой концентрацию ингибитора,  вы-
зывающую уменьшение активности фермента 
на 50 %,  и константу ингибирования Ki,  кото-
рая характеризует сродство  фермента и ин-
гибитора.

Помимо  специфических методов фермен-
тативного  анализа применяются интеграль-
ные методы,  основанные на ингибировании 
активности ферментов совокупностью токси-
ческих веществ,  содержащихся в анализируе-
мом образце. Далее мы подробно  остановимся 
на применении специфических и интеграль-
ных ферментативных методов.

Ферментативные методы на основе  
моноферментных реакций

В настоящее время ферменты в основном 
используют в качестве распознающего  эле-
мента биосенсоров для контроля содержания 
в различных объектах окружающей среды 
токсических веществ,  чаще всего  пестицидов 
и тяжелых металлов. Несомненным лидером 
(две третьих всех существующих биосенсоров) 
являются биосенсоры на основе ацетилхолин-
эстеразы и бутирилхолинэстеразы,  отличаю-
щиеся высокой чувствительностью к фосфоор-
ганическим и карбаматным пестицидам [Amine 
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et al.,  2016]. Для анализа пестицидов использу-
ют и другие гидролазы,  например,  щелочную 
фосфатазу,  липазу,  а также оксидоредукта-
зы –  тирозиназу и лакказу. Наиболее востре-
бованными для обнаружения тяжелых метал-
лов являются биосенсоры на основе уреазы,  
пероксидазы и глюкозооксидазы (таблица).

Следует отметить,  что  в некоторых слу-
чаях ферментативные биосенсоры позволяют 
определять наличие токсиканта с чувстви-
тельностью,  сходной или даже превышающей 
чувствительность аналитических методов. Ис-
следователями [Law,  Higson,  2005] разработан 
биосенсор  на основе ацетилхолинэстеразы,  
позволяющий обнаруживать 10 аМ дихлофо-
са,  0,1 фМ паратиона и азинфос-метил. Дру-
гой пример  –   анализ содержания карбарила 
и монокротофоса с пределом обнаружения 5,3 
и 46 фМ соответственно  [Zheng et al.,  2015]. 
Однако  высокая чувствительность,  на по-
рядки превышающая ПДК токсичных соеди-
нений,  может рассматриваться не только  как 
преимущество,  но  и как недостаток данных 
сенсоров,  поскольку может привести к лож-
ноположительному результату тестирования.

Помимо  обширной группы ферментатив-
ных датчиков для обнаружения пестицидов 
и тяжелых металлов существуют также био-
сенсоры для анализа прочих загрязнителей. 
Так,  для обнаружения фенольных соедине-
ний в пище и окружающей среде предложены 
биосенсоры на основе лакказы (предел обнару-

жения гидрохинона составляет 15 нМ) и тиро-
зиназы (предел обнаружения фенола 40 нМ),  
[Zhang et al.,  2007;   Gul et al.,  2017]. Другая 
группа ферментативных биосенсоров направ-
лена на определение фармацевтических за-
грязнителей в сточных водах [Campaña et al.,  
2019]. Существуют также примеры примене-
ния ферментов для разработки биосенсоров 
на микотоксины,  например,  на основе аце-
тилхолинэстеразы с пределом обнаружения 
афлотоксина 0,1 нг/мл [Chrouda et al.,  2020] 
и на основе пероксидазы хрена для детекции 
охратоксина А в концентрации 27 нМ [Alon-
so-Lomillo et al.,  2011].

Совершенствование технологий и избира-
тельная чувствительность ферментов к раз-
личным токсическим соединениям позволяют 
проводить комплексный анализ при совмеще-
нии на одном носителе нескольких фермен-
тативных реакций. Так,  амперометрический 
биосенсор  с иммобилизованными ацетил- и бу-
тирилхолинэстеразой,  тирозиназой,  а так- 
же двумя типами пероксидаз и целлобиозоде-
гидрогеназой был успешно  применен для од-
новременной детекции фосфорорганических 
пестицидов,  карбаматов и фенолов [Solná et 
al.,  2005]. Пределы обнаружения карбарила,  
гептенофоса,  фенитротиона,  п-хлорфенола,  
п-аминофенола составили 0,8 нМ,  2,8 нМ,  
6,9 нМ,  0,19 мкM и 0,60 мкM соответственно.

Потребность в новых ферментативных ме-
тодах анализа,  растущая вместе с антропо-

Рис. 1. Принципы детекции обратимых и необратимых ингибиторов с использованием методов,  основан-
ных на ингибировании ферментов.

I1 и I2 –  неконкурентный и конкурентный ингибиторы соответственно



370

Применение ферментов для анализа содержания в образцах пестицидов и тяжелых металлов

Фермент Класс Представители
Предел  

обнаружения* Литература

Пестициды

Ацетилхолинэстераза ФОС** Параоксон 
Малатион 
Хлорпирифос 
Эндосульфан 
Паратион 
Монокротофос

1,4 нг/мл  
0,1 нМ  
0,1 нМ  
10 нМ 
0,1 фМ  
46 фМ

Jia et al.,  2020 
Chauhan,  Pundir,  2011 
Law,  Higson,  2005 
Zheng et al.,  2015

Карбаматы Карбарил 5,3 фМ Zheng et al.,  2015

Бутирилхолинэстераза ФОС Малатион 6 млрд-1 Edwards et al.,  2019

Тирозиназа ФОС Дихлофос 
Параоксон

60 нM 
0,6 мкM

Pundir et al.,  2019

Карбаматы Карбарил 0,008 млрд-1 Bucur et al.,  2018

Триазины Атразин 10 млрд-1 Bucur et al.,  2018

Фосфорорганическая 
гидролаза

ФОС Параоксон 
Паратион 
Метилпаратион

3 нМ 
1 нМ 
1 нМ

Pachapur et al.,  2019 
Jain et al.,  2019

Щелочная фосфатаза ФОС Малатион 0,001 млрд-1 Pundir et al.,  2019

ХОС*** Тетрадифон 4,1 мкM Bucur et al.,  2018

Эстераза растений ФОС Метилпаратион  
Малатион

0,19 нМ 
1,51 нМ

Bao et al.,  2015

Глюкозооксидаза Триазины Атразин 39 нмоль/л Bachan Upadhyay,   
Verma,  2013

Переоксидаза ФОС Глифосат 28 мкг/л Muenchen et al.,  2018

Хлоропероксидаза ФОС Паратион 
Хлорпирифос

0,2 мкМ  
0,2 мкМ

Pachapur et al.,  2019

Лакказа Карбаматы Карбофуран 
Карбарил  
Метомил

22 мкг/кг 
20 мкг/кг 
0,235 мкМ

Bucur et al.,  2018

Уреаза Триазины Атразин 0,12 мкM Bucur et al.,  2018

Липаза ФОС Метилпаратион 
Параоксон-этил 
Диазинон

0,28 мкмоль/л  
37 нмоль/л 
10 нмоль/л

Pohanka,  2019

Тяжелые металлы

Глюкозооксидаза Ag+,  Hg2+ 

Pb2+ Cu2+,  Cd2+
1,0 мкM 
0,01 мкМ

Ashrafi et al.,  2019 
Syshchyk et al.,  2015

Пероксидаза Ag+

Pb2+

Cu2+

0,53 мкM 
0,60 мкM 
1,63 мкM

Shtenberg et al.,  2015

Лакказа Cu2+ 1,30 мкM Shtenberg et al.,  2015

Уреаза Cu2+,  Pb2+,  Cd2+ 0,01 мкМ Syshchyk et al.,  2015

Каталаза Hg2+ 18 пМ Elsebai et al.,  2017

Нитратредуктаза Cu2+ 

Zn2+
0,05 мкмоль/л 
0,5 мкмоль/л

Bachan Upadhyay,   
Verma,  2013

Инвертаза Hg2+ 0,5 нмоль/л Bachan Upadhyay,   
Verma,  2013

β-галактозидаза Hg2+ 

Ag+  
Cu2+ 

Cd2+

0,001 ppm 
0,002 ppm 
0,020 ppm 
0,020 ppm

Hossain,  Brennan,  2011

Фосфатаза Cd2+,  Hg2+ 0,01 аМ Tekaya et al.,  2014

* Указаны самые низкие пределы обнаружения среди рассмотренных ферментативных биосенсоров в соответствии 
с первоисточником.

 ** ФОС –   фосфорорганические соединения.
*** ХОС –   хлорорганические соединения.
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генным давлением на окружающую среду,  
приводит к расширению списка используе-
мых ферментов. Так,  в качестве более деше-
вой и удобной альтернативы ацетилхолинэсте-
разе для детектирования фосфорорганических 
соединений используются эстеразы расте-
ний. Спектрофотометрический метод на ос-
нове α-нафтилацетатэстеразы продемонстри-
ровал чувствительность к метамидофосу,  
дихлофосу,  фоксиму,  диметоату и малатиону 
на уровне ПДК этих соединений в пище [Wang 
et al.,  2012]. Карбоксилэстераза фасоли пока-
зала высокую чувствительность к карбаматам 
и фосфорорганическим пестицидам [Yang et 
al.,  2018]. Большим потенциалом для монито-
ринга окружающей среды обладают и другие 
родственные эстеразы растений.

Ферментативные методы на основе  
цепей сопряжения ферментативных 

реакций

Помимо  моноферментных реакций в каче-
стве ферментативных тест-объектов использу-
ют полиферментные реакции,  представляю-
щие собой цепь сопряженных ферментативных 
реакций. Таким способом пытаются решать 
несколько  задач. В некоторых случаях это  по-
зволяет разработать тест,  обладающий боль-
шей специфичностью к какому-то  классу ток-
сических соединений. В других случаях замена 
моноферментных реакций на полиферментные 
позволяет увеличить чувствительность метода 
и определять наличие токсических соединений 
на уровнях,  близких к их ПДК.

Для анализа содержания параоксона 
и хлорпирифоса с пределом обнаружения 5,2 

и 0,56 мкг/л соответственно  предлагается 
к использованию биферментная система аце-
тилхолинэстераза + тирозиназа [Andre escu et 
al.,  2002a]. Биферментная система –  кислая 
фосфатаза и D-глюкозо-1-оксидаза –  при-
менялась для анализа содержания малатиона  
(1,5 мкг/л),  метилпаратиона (0,5 мкг/л) и па-
раоксона (1,5 мкг/л) [Mazzei et al.,  1996]. Зна-
чительно  меньшей чувствительностью к ма-
латиону (0,5 мг/л) обладает триферментная 
система ацетилхолинэстераза + ацетил-КоА- 
синтетаза + светляковая люцифераза [Mar- 
ques,  Esteves da Silva,  2014]. Триферментная 
система ацетилхолинэстераза + холиноксида-
за + пероксидаза показала высокую чувстви-
тельность к карбарилу (3 ppm) и дихлофосу 
(1 ppm) [Karousos et al.,  2002].

Оригинальный способ анализа продуктов 
трансформации пестицидов,  а именно  нитро- 
и галогенированных фенолов предложен в ра-
боте [Watthaisong et al.,  2019]. Авторы разра-
ботали методику,  основанную на сопряжении 
четырех ферментативных реакций: в резуль-
тате последовательных реакций,  катализи-
руемых флавин-зависимой монооксидазой,  
флавинредуктазой и глюкозо-6-фосфатдеги-
дрогеназой и при внесении D-цистеина,  фе-
нолы последовательно  трансформируются 
в бензохинон,  а затем в D-люциферин,  яв-
ляющийся субстратом люциферазы светля-
ков. Результатом является испускание света,  
интенсивность которого  зависит от концентра-
ции исходных фенолов (рис. 2).

Для обнаружения тяжелых металлов раз-
работан биосенсор,  основанный на сопря-
жении трех ферментативных реакций,  ка-
тализируемых инвертазой,  мутаротазой 

Рис. 2. Концепция ферментативного  анализа для обнаружения галогенированных фенолов и нитрофенолов. 
Воспроизведено  из [Watthaisong et al.,  2019] с разрешения издательства Wiley
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и глюкозооксидазой,  пределы обнаружения 
ионов ртути и серебра составили 25 и 100 нМ 
соответственно  [Soldatkin et al.,  2012]. В рабо-
те [Cosnier et al.,  2006] путем сопряжения кис-
лой фосфатазы с полифенолоксидазой уда-
лось повысить предел обнаружения мышьяка 
(V) до  2 нМ. Еще один интересный пример  –   
это  биосенсор  на основе пероксидазы хрена 
и каталазы. В присутствии специфического  
ингибитора каталазы –   нитрита –   пероксид 
водорода под действием пероксидазы восста-
навливается до  H2O,  что  вызывает изменение 
сигнала датчика. Предел обнаружения нитри-
та составляет 4 мкМ [Chen et al.,  2008].

Для интегрального  анализа токсичности 
среды активно  применяют ферментативные 
тесты,  основанные на использовании цепей 
сопряжения реакций с бактериальной люци-
феразой. Основные принципы биолюминес-
центных ферментативных тестов,  а также 
примеры их использования для решения раз-
личных аналитических задач представлены 
в следующем разделе.

Биолюминесцентное тестирование 
на основе ферментов светящихся  

бактерий

Концепция так называемого  люциферазно-
го  биотестирования была выдвинута в 1990 г. 
[Kratasyuk,  1990]. Принцип люциферазных 
биотестов состоит в обнаружении токсических 
свойств тестируемых веществ и смесей по  их 
влиянию на биолюминесцентные фермента-
тивные реакции светящихся бактерий. В ка-
честве тест-объектов выступают реакции,  ка-
тализируемые люциферазой (L): 

  FMN·H2 + RCHO + O2 →   
 → FMN + RCOOH + H2O + hν (1)

и биферментной системой NAD(P)H: FMN-ок-
сидоредуктаза + люцифераза (R + L):

 NADH + FMN + H+ →  
 → NAD+ + FMN·H2.  (2)

Параметры указанных биолюминесцентных ре-
акций являются основными тест-функциями.

Базовый метод биолюминесцентного  фер-
ментативного  тестирования методически прост: 
в измерительной кювете смешивают фер-
менты R + L и их субстраты и регистрируют 
на биолюминометре контрольную интенсив-

ность свечения. Далее процедура повторяет-
ся в присутствии анализируемой пробы. Ток-
сичность смеси определяют по  изменению 
величины интенсивности биолюминесценции 
в присутствии пробы по  сравнению с контро-
лем. Количественная оценка степени влияния 
тестируемого  образца на интенсивность свече-
ния биферментной системы R + L выражается 
в виде безразмерной величины –  люцифераз-
ного  индекса токсичности (ЛИТ),  определяе-
мого  по  формуле: ЛИТ = ((Iк –  Iо)/Iк)·100 %  
где Iк –   максимальная интенсивность свече-
ния в контрольной пробе;  Iо  –   максимальная 
интенсивность свечения после добавления ана-
лизируемой пробы.

Кроме того,  реакцию биотеста можно  оце-
нить по  изменению константы спада свечения 
kсп,  времени выхода интенсивности свечения 
на максимальный уровень (Т) и периода за-
держки свечения (Р),  который появляется при 
наличии в анализируемом образце редокс-ак-
тивных соединений. Критерием токсичности 
пробы воды является снижение на 20 %  и бо-
лее максимальной интенсивности свечения 
биферментной системы R + L при добавле-
нии анализируемого  образца воды по  сравне-
нию с интенсивностью свечения в контрольной 
пробе. Основными условиями для примене-
ния люциферазного  биотеста являются: на-
личие прибора (биолюминометра) и реакти-
вов (препаратов ферментов и субстратов) для 
проведения измерений;  чувствительность 
биолюминесцентных реакций к компонентам 
анализируемого  образца,  достаточная для 
установления соответствия между степенью 
изменения параметров биолюминесцентных 
реакций и токсичностью образца.

Долгое время в биотестировании использо-
вались лишь биотесты,  основанные на моно- 
и биферментной реакциях. В дальнейшем 
были сконструированы новые фермента-
тивные тесты,  основанные на использова-
нии разных типов взаимодействия фермен-
тов с бактериальной люциферазой. В работе 
Н. С. Кудряшевой с коллегами [Kudryashe-
va et al.,  1999] на примере реакции,  катали-
зируемой алкогольдегидрогеназой,  проведе-
но  сопряжение трех ферментов. Показано,  
что  удлинение цепи сопряжения фермента-
тивных реакций приводит к увеличению чув-
ствительности ферментативных тестов к дей-
ствию редокс-активных веществ. В другой 
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работе [Сутормин и др.,  2018] показано,  что  
повышение сложности тест-объекта от моно- 
до  триферментной системы лактатдегидро-
геназа + NAD(P)H: FMN-оксидоредуктаза + 
+ люцифераза способствует увеличению чув-
ствительности ферментативных систем к воз-
действию диазинона,  малатиона и хлорида 
меди (II) в почвенных образцах,  полученные 
значения IC 20 составили 0,35,  2 и 0,004 мг/кг 
почвы соответственно. Кроме прямого  сопря-
жения ферментативных реакций описаны 
другие способы конструирования биолюминес-
центных ферментативных тестов,  в том чис-
ле добавление к биферментной системе R + 
+ L еще одной NADH-зависимой реакции,  
обеспечивающей конкурентные отношения 
ферментов за субстрат,  а также введение до-
полнительной протеазной реакции [Kratasyuk,  
Esimbekova,  2015].

В дальнейшем использование биолюминес-
центного  свечения в основе биотестов позво-
лило  разработать биолюминесцентную сиг-
нальную систему (БСС),  включающую тест 
in vivo,  основанный на светящихся бакте-
риях,  и тесты in vitro,  основанные на фер-
ментативных биолюминесцентных системах 
с различным типом взаимодействия фермен-
тов. Комбинированная методика проведения 
биотестирования с использованием БСС пре-
дусматривает измерение биолюминесцентно-
го  свечения в фоновых условиях и условиях 
химического  загрязнения окружающей сре-
ды. Данная система была успешно  использо-
вана для мониторинга природных и лабора-
торных водных экосистем [Kratasyuk et al.,  
2001],  оценки безопасности полимеров ми-
кробного  происхождения –   полигидроксиал-
каноатов [Шишацкая и др.,  2002],  в гидробио-
логических исследованиях возможной связи 
сезонной динамики естественной смертности 
зоопланктона в водоеме с изменением ток-
сичности воды [Дубовская и др.,  2002],  а так-
же анализа токсичности ряда пестицидов 
[Vetrova et al.,  2007].

Интегральные биолюминесцентные фер-
ментативные методы предназначены для 
непрерывного  экспресс-контроля состояния 
окружающей среды промышленных районов 
и природно-хозяйственных комплексов,  кон-
троля залповых вредных выбросов предпри-
ятий,  оценки эффективности детоксикации 
сточных вод и работы очистных сооружений,  

а также для оценки экологической опасности 
предприятий и отдельных районов. Примене-
ние биолюминесцентных биотестов с использо-
ванием ферментов светящихся бактерий для 
экологического  мониторинга описано  во  мно-
гих научных трудах [Kratasyuk et al.,  2001;  
Vetrova et al.,  2007;  Esimbekova et al.,  2014]. 
Биотесты на основе биферментной системы  
R + L были успешно  использованы для ана-
лиза воды р. Енисей и ее притоков,  питьевой 
воды различных районов Красноярска и Ал-
тайского  края,  соленого  оз. Шира (Республи-
ка Хакасия),  а также оз. Байкал [Kratasyuk 
et al.,  1996,  1999;  Vetrova et al.,  2002]. Полу-
чены данные,  убедительно  демонстрирующие 
возможности применения биолюминесцент-
ных ферментных тестов для анализа токсич-
ности не только  воды,  но  и воздуха или по-
чвы [Rimatskaya et al.,  2012;    Сутормин и др.,  
2018;  Колосова и др.,  2019].

Область применения биолюминесцентных 
ферментативных методов анализа не огра-
ничена исключительно  экологическими за-
дачами. В настоящее время биолюминесцент-
ные ферментные тесты активно  используются 
для анализа потенциальной токсичности раз-
личных веществ,  в том числе наноматериалов 
на основе углерода [Esimbekova et al.,  2017a],  
наночастиц металлов [Есимбекова и др.,  2017] 
и пищевых добавок [Esimbekova et al.,  2017b]. 
Кроме того,  биолюминесцентные фермен-
тативные тесты наряду с тестами на основе 
светящихся бактерий используют для мони-
торинга радиационной токсичности,  отслежи-
вая таким способом результаты воздействия 
радиоактивного  излучения как на микробио-
логическом,  так и на биохимическом уровне 
[Selivanova et al.,  2013;  Kudryasheva,  Kovel,  
2019]. Биолюминесцентные методы использу-
ют также для количественной оценки деток-
сицирующей способности биоактивных со-
единений,  например,  гуминовых веществ 
и производных фуллеренов [Kudryasheva,  
Tarasova,  2015;  Sachkova et al.,  2019].

Наряду с растворимыми ферментами при 
проведении биолюминесцентного  фермен-
тативного  тестирования активно  использу-
ются иммобилизованные ферменты,  а также 
многокомпонентные реагенты под коммерче-
ским названием “Энзимолюм”,  включающие 
помимо  ферментов R + L и их субстраты 
(миристиновый альдегид и NADH). Исполь-
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зование иммобилизованных реагентов позво-
лило  повысить точность измерений,  в част-
ности,  при проведении длительных анализов,  
а также существенно  упростить процеду-
ру анализа,  сократить время его  проведе-
ния и уменьшить его  стоимость [Есимбекова 
и др.,  2015;  Lonshakova-Mukina et al.,  2015]. 
В отличие от растворимых форм иммобили-
зованные реагенты не требуют специальных 
условий хранения и могут использоваться 
не только  в лабораторных,  но  и полевых ус-
ловиях. В дальнейшем технология получения 
многокомпонентных реагентов легла в осно-
ву производства одноразовых микрофлюид-
ных чипов [Lukyanenko et al.,  2017;   Denisov 
et al.,  2018]. Использование чипов в комплекте 
со  специально  разработанным портативным 
биолюминометром (рис. 3) позволяет быстро  
проводить скрининг большого  количества об-
разцов [Lukyanenko et al.,  2019].

Таким образом,  современные биолюми-
несцентные ферментативные методы весьма 
перспективны для решения множества ана-
литических задач,  и до  настоящего  време-

ни их возможности еще далеко  не исчерпаны. 
Экономичность,  высокая чувствительность,  
нетоксичность используемых реагентов и бы-
строта проведения анализа делают биолюми-
несцентные ферментативные методы особенно  
привлекательными. Более того,  использование 
цепей сопряжения с бактериальной люцифе-
разой позволяет конструировать новые фер-
ментативные тесты,  различающиеся по  чув-
ствительности к разным классам токсических 
веществ,  а также создать батарею фермента-
тивных тестов для достоверной диагностики 
состояния окружающей среды.

ПРЕИМУЩЕСТВА И ОГРАНИЧЕНИЯ  

ФЕРМЕНТАТИВНЫХ МЕТОДОВ ТЕСТИРОВАНИЯ

Среди существующих методов биотести-
рования ферментативные биотесты в наи-
большей степени отвечают требованиям экс-
прессности и простоты выполнения,  а также 
отличаются высокой чувствительностью к 
разнообразным химическим соединениям,  
присутствующим в промышленных сбросах 

Рис. 3. Адаптер  пробоотборника для чипов (1),  одноразовый микрофлюидный чип (2) и портативный 
люминометр  (3) на основе термостабилизированного  кремниевого  фотоумножителя (SiPM). Портативный 
люминометр  имеет возможность автономной работы,  для этого  он оснащен аккумулятором,  дисплеем 
и кнопками управления. Воспроизведено  из [Lukyanenko et al.,  2019] с разрешения издательства MDPI



375

и загрязняющих почву,  воду и атмосферу 
(тяжелые металлы,  фенолы,  формальдегид,  
пестициды и т. д.).

Несомненным преимуществом фермента-
тивных методов является то,  что  при необхо-
димости всегда можно  найти такой фермент,  
активность которого  будет избирательно  ин-
гибировать анализируемый загрязнитель,  на-
рушающий взаимодействие “фермент –  суб-
страт”. Так,  для пестицидов это  как раз тот 
фермент,  который является мишенью дей-
ствия данного  пестицида. Применение того  
или иного  фермента в качестве тест-объек-
та ограничивается его  коммерческой доступ-
ностью и стабильностью в процессе хранения 
и использования [Evtugyn et al.,  1998;  Van 
Dyk,  Pletschke,  2011].

Еще одним важным преимуществом фер-
ментативных методов является возможность 
варьирования их чувствительностью к воз-
действию токсических веществ для обеспе-
чения тестирования загрязняющих веществ 
на уровне ПДК. Увеличение чувствительно-
сти ферментативных методов достигается из-
менением условий проведения анализа,  в том 
числе изменением состава реакционной смеси 
(количества ферментов и субстратов,  объема 
добавляемой токсической смеси);  изменением 
последовательности добавления компонентов 
реакции;  введением дополнительной проце-
дуры инкубации ферментов в анализируе-
мом образце;  использованием различных пре-
паратов ферментов (например,  ферментов 
с разной степенью очистки,  а также лиофи-
лизированных или иммобилизованных препа-
ратов) и т. д. [Arduini,  Amine,  2014;  Esimbe-
kova et al.,  2014]. Так,  в работе [Esimbekova 
et al.,  2013] показано,  что  дополнительная 
инкубация препарата иммобилизованной би-
ферментной системы светящихся бактерий 
R + L в течение 5 мин в растворе сульфата 
меди приводит к увеличению чувствитель-
ности ферментов к данному токсиканту в 10 
раз. В последнее время проводятся многочис-
ленные исследования,  в которых повышение 
чувствительности и селективности фермента-
тивных анализов достигается путем исполь-
зования наноматериалов и новых мутантных 
форм ферментов [Amine et al.,  2016].

Пределы обнаружения токсикантов с по-
мощью ферментативных биосенсоров в зна-
чительной степени зависят от типа преоб-

разователя,  природы электрода и способа 
иммобилизации фермента. Так,  датчики для 
детекции фосфорорганических соединений 
демонстрируют различную чувствительность 
к пестицидам в зависимости не только  от ис-
пользуемого  фермента,  но  и от типа биосен-
сора [Pundir et al.,  2019].

Несмотря на ряд существенных преиму-
ществ,  из многочисленных литературных 
данных понятно,  что  чувствительность фер-
ментативных тестов к токсикантам часто  
уступает традиционным хроматографическим 
методам. Более того,  использование фермен-
тов в качестве тест-объектов влечет за со-
бой много  предварительной работы. Действи-
тельно,  ряд токсических веществ,  например  
большинство  пестицидов,  являются нерас-
творимыми в воде веществами. Различия рас-
творимости между пестицидами могут влиять 
на их сольватацию и доступность для фер-
мента в анализе. При концентрациях,  близ-
ких к пределу растворимости,  соединение 
может находиться не в растворе,  а в суспен-
зии,  что  влияет на способность фермента вза-
имодействовать с соединением и,  следователь-
но,  сказывается на чувствительности метода 
[Everett,  Rechnitz,  1998]. Таким образом,  при 
анализе чувствительности ферментативного  
метода к тому или иному токсиканту в первую 
очередь необходимо  исследовать воздействие 
на ферментативную активность используемых 
растворителей [Andreescu et al.,  2002b]. Иммо-
билизация ферментов позволяет улучшить их 
стабильность в присутствии растворителей. Од-
нако  применение иммобилизованных фермен-
тов может повлечь за собой потерю чувстви-
тельности к токсическим веществам. В работе 
S. Fennouh et al. [1997] показано,  что  примене-
ние 5 %  циклогексана в качестве растворителя 
приводит к увеличению чувствительности аце-
тилхолинэстеразы к параоксону в 250 раз,  од-
нако  для иммобилизованного  фермента тако-
го  эффекта не наблюдали.

Многие авторы скептически относятся к ис-
пользованию ферментативных методов,  аргу-
ментируя это  тем,  что  их применение для 
анализа содержания каких-либо  токсикан-
тов в реальных,  а не лабораторных образ-
цах невозможно. Действительно,  при прове-
дении анализа необходимо  учитывать влияние 
на активность фермента естественных компо-
нентов анализируемой среды. Например,  воз-
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действие некоторых соединений,  таких как 
фульвокислоты или гуминовые вещества,  
в пробе воды или почвы может снизить актив-
ность фермента даже в отсутствие загрязняю-
щих веществ,  что  дает ложноположительный 
результат. В работе В. П. Калябиной с соавт. 
[2019] формулируются принципы конструи-
рования ферментативных тестов для оценки 
качества сложных сред,  которые заключают-
ся в обеспечении максимальной чувствитель-
ности к потенциально  токсичным веществам 
при минимальном воздействии незагрязнен-
ных сложных сред.

Открытым остается и вопрос о  сочетанном 
действии загрязняющих веществ. Токсиколо-
гия смесей остается крайне важным,  но  недо-
статочно  изученным аспектом при оценке по-
тенциального  риска. В ряде работ обсуждаются 
проблемы токсикологического  анализа сме-
сей и возможности применения для этих це-
лей методов математического  моделирования 
[Wilkinson et al.,  2000;  Feron,  Groten,  2002;  
Carr et al.,  2003;  Bucur et al.,  2018]. В неко-
торых случаях удается провести идентифи-
кацию веществ в смесях путем использования 
для интерпретации результатов тестирования 
методов хемометрики. Например,  с помощью 
таких методов,  как регрессия главных ком-
понент (PCR),  частичная регрессия наимень-
ших квадратов (PLS) и искусственная нейрон-
ная сеть (ANN),  удалось разделить эффекты,  
оказываемые карбарилом и фоксимом [Ni et al.,  
2007],  паратионом,  малатионом и фенитроти-
оном [Ni et al.,  2004],  катехолом и 4-хлорфе-
нолом [Dock et al.,  2005]. Для ферментативных 
методов на основе ацетилхолинэстеразы ис-
пользование хемометрических методов основа-
но  на двух фактах. Во-первых,  ингибирование 
фермента смесью инсектицидов выше по  срав-
нению со  степенью ингибирования отдельными 
пестицидами [Mwila et al.,  2013]. Во-вторых,  
ферменты,  выделенные из различных орга-
низмов или полученные с помощью методов 
генной инженерии,  обладают различной чув-
ствительностью к разным пестицидам [Songa,  
Okonkwo,  2016]. В обзоре B. Bucur et al. [2018] 
подробно  рассказано  об использовании мето-
дов хемометрики для анализа сложных смесей 
ферментативными методами,  проведен крити-
ческий анализ данных методов.

Следует отметить,  что  ферментативные 
тесты не могут заменить собой физико-хими-

ческие аналитические методы анализа. Фермен-
ты,  так же как и другие тест-объекты,  могут 
реагировать на целый ряд токсикантов,  содер-
жащихся в анализируемом образце,  так что  
их применение для анализа содержания кон-
кретных химических веществ действительно  
является спорным. Именно  из-за отсутствия 
специфичности ферментативные методы долгое 
время подвергались усиленной критике [Luque 
de Castro,  Herrera,  2003]. Даже при использо-
вании наиболее популярных методов на основе 
холинэстераз обнаружение ингибирующего  эф-
фекта может говорить лишь о  наличии в про-
бе веществ антихолинэстеразного  действия,  
к которым относятся не только  фосфорорга-
нические пестициды,  но  и карбаматы,  ионы 
тяжелых металлов,  фториды,  катионные по-
верхностно-активные вещества и др. [Evtugyn 
et al.,  1998;  Marinov et al.,  2011].

Надо  сказать,  что  при необходимости 
сконструировать ферментативный тест,  от-
вечающий за идентификацию конкретного  
вещества или класса веществ,  все-таки воз-
можно. Для этого  требуется проведение до-
полнительной пробоподготовки,  позволяющей 
первоначально  удалить или уменьшить содер-
жание в образце интерферирующих примесей 
[Capoferri et al.,  2018]. Однако  в этом случае 
теряются главные преимущества фермента-
тивных методов –   быстрота и простота про-
цедуры выполнения.

Итак,  без специальной пробоподготовки 
ферменты выступают лишь в роли индикатора 
для оценки интегральной токсичности образца,  
так же как живые тест-объекты в классических 
биотестах. В свою очередь быстрота и просто-
та выполнения анализов,  возможность их авто-
матизации за счет использования биосенсоров,  
воспроизводимость и сходимость результатов 
ферментативных методов делают их примене-
ние целесообразным для первичного  быстрого  
скрининга большого  количества проб,  предва-
ряющего  длительные и дорогостоящие тради-
ционные методы химического  анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Ферментативное биотестирование прочно  
завоевало  свою нишу,  так как относительная 
простота,  возможность автоматизации анали-
зов за счет использования биосенсоров делают 
эти методы весьма привлекательными и кон-
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курентоспособными. Однако  проблемы изби-
рательной чувствительности ферментатив-
ных тест-систем к воздействию токсических 
веществ остаются нерешенными. Поэтому воз-
лагать на ферментативные методы функцию 
количественного  анализа какого-либо  токси-
канта чаще всего  нецелесообразно. При этом 
разнообразие ферментных методов указыва-
ет на выход из создавшейся ситуации путем 
разработки батареи ферментативных тестов.

Для создания комплексного  ферментатив-
ного  биотеста мы предлагаем два подхода,  
различающиеся принципами подбора фермен-
тативных методов. В первом случае выбирают 
ферментативные методы,  в которых осущест-
вляется связь “ключевые ферменты –  функ-
ция организма”. Такой подход позволяет от-
слеживать влияние токсических веществ 
на активность ключевых ферментов –  пока-
зателей функционирования основных мета-
болических цепей человека. В этом случае ба-
тарея ферментативных тестов представляет 
собой своеобразную “ферментативную модель 
организма”,  отражающую влияние токсичной 
среды на молекулярном уровне. Действитель-
но,  включив в батарею тестов ферменты,  яв-
ляющиеся представителями различных клас-
сов,  или ключевые ферменты метаболических 
процессов живых организмов,  можно  предпо-
ложить,  какая из функций жизнедеятельно-
сти организмов будет угнетаться тем или иным 
токсикантом либо  смесью токсических веществ.

Во  втором случае в батарею ферментатив-
ных тестов отбираются ферменты,  различаю-
щиеся по  чувствительности к различным ток-
сикантам,  что  позволяет максимально  точно  
обнаружить наличие различных токсических 
веществ в анализируемом образце и даже сде-
лать предварительный прогноз относительно  
классов содержащихся в образце токсикан-
тов. Так или иначе для включения фермента-
тивного  метода в батарею тестов должно  вы-
полняться требование о  простоте выполнения 
анализа,  обеспечивающее возможность его  
автоматизации для создания биосенсора.

Разработка и внедрение в практику подоб-
ной экспрессной батареи ферментативных те-
стов позволит качественно  изменить подходы 
к организации экологического  мониторин-
га окружающей среды,  оптимизировать схе-
му его  проведения. Действительно,  использо-
вание ферментов вместо  живых организмов 

позволит увеличить скорость и воспроизводи-
мость анализа,  упростить процедуру оценки 
токсичности,  а значит,  увеличить количество  
анализируемых образцов в единицу времени,  
проследить динамику изменения характери-
стик окружающей среды в условиях антропо-
генной нагрузки.

Однако  стоит помнить,  что  ферментативное 
биотестирование –  это  лишь способ провести 
быстрый скрининг токсичности большого  ко-
личества образцов за короткое время,  отбра-
ковывая таким образом те,  которые не требу-
ют более детального  анализа. Ферментативные 
методы не заменяют собой традиционные физи-
ко-химические методы,  поскольку в большин-
стве своем являются неспецифичными. Таким 
образом,  разные методы,  применяемые для 
оценки состояния окружающей среды,  не кон-
курируют,  а дополняют друг друга. Каждый 
из них имеет как преимущества,  так и недо-
статки. Только  комплексное использование раз-
ных методов позволяет сделать наиболее точ-
ную оценку экотоксикологического  состояния 
объектов окружающей среды.

Исследование выполнено  при финансовой под-

держке РФФИ в рамках научного  проекта 19-14-

50238\19.
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The paper provides a review of  the current state of  research in the field of  biotesting. Authors discuss 
the problems of  environmental studies and ways to solve them. The basic principles and examples of  the 
use of  enzymes for the detection of  toxicants in various environmental samples are considered. Based on 
the analysis of  numerous published data,  the advantages and limitations,  as well as the prospects for us-
ing enzymes for performing biotesting tasks,  are estimated. A separate section of  the review is devoted to 
bioluminescent enzymatic bioassays developed by the authors. These bioassays are successfully implemented 
for environmental monitoring of  water,  soil,  and air. The necessity of  developing a battery of  enzymatic 
bioassays is substantiated. It allows to have the most complete and accurate information about the levels of  
environmental pollution.
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