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Ìåæìîëåêóëÿðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â ðàñòâîðå

Èçó÷àëè ìåõàíèçìû îáðàçîâàíèÿ ìåæìîëåêóëÿðíûõ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ íà ïðèìåðå ìîíîìåðîâ,
îëèãîìåðîâ è àãðåãàòîâ áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè áåë-
êà, êèñëîòíîñòè ñðåäû è êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû. Èñïîëüçóÿ ìåòîäû äèíàìè÷åñêîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà,
àíàëèòè÷åñêîãî óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ è ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ïîêàçàëè, ÷òî â
ðàñòâîðàõ ÁÑÀ ñóùåñòâóåò äèíàìè÷åñêîå ðàâíîâåñèå ìåæäó ìîíîìåðíûì è àãðåãèðîâàííûì ñîñòîÿíèÿ-
ìè áåëêà. Óìåíüøåíèå ðÍ ðàñòâîðà â èíòåðâàëå 4.0—1.0 ïðèâîäèò ê ðîñòó ðàçìåðà àãðåãàòîâ. Â ðàñòâî-
ðàõ ñ íèçêîé êîíöåíòðàöèåé ìî÷åâèíû (äî 2 Ì) ïðîèñõîäèò óìåíüøåíèå ðàçìåðà àãðåãàòîâ, òîãäà êàê
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû â èíòåðâàëå 2—8 Ì ïðèâîäèò ê ðîñòó èõ ðàçìåðîâ âñëåäñòâèå äåíà-
òóðàöèè áåëêà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, àíàëèòè÷åñêîå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå, äèíàìè-
÷åñêîå ñâåòîðàññåÿíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÓÖ — àíàëèòè÷åñêîå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå, ÁÑÀ — áû÷èé ñû-
âîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ÑÀ — ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí.

Ñûâîðîòî÷íûå àëüáóìèíû (ÑÀ) — îäíè èç íàèáîëåå
äîñòóïíûõ è õîðîøî èçó÷åííûõ áåëêîâ. Õàðàêòåðíîé
îñîáåííîñòüþ ÑÀ ÿâëÿåòñÿ ïðèñóòñòâèå â åãî ðàñòâîðå
çàìåòíûõ êîëè÷åñòâ äèìåðîâ, îëèãîìåðîâ, à èíîãäà è áî-
ëåå êðóïíûõ àãðåãàòîâ (Zini et al., 1979; Tankersley, Fin-
layson, 1980; Darcel, 1987; Atmeh et al., 2007). Â ïîñëåäíåå
âðåìÿ îëèãîìåðíûå ôîðìû ÑÀ íàøëè øèðîêîå ïðèìåíå-
íèå â ñàìûõ ðàçëè÷íûõ ïðèëîæåíèÿõ, ïðîñòèðàþùèõñÿ
îò èõ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå âûñîêîýôôåêòèâíûõ ïå-
ðåíîñ÷èêîâ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ëèãàíäîâ â êðîâîòî-
êå äî ñáîðêè ïîëèìåðíîé ìàòðèöû äëÿ ñèíòåçà ôëóî-
ðåñöåíòíûõ ìåòàëëè÷åñêèõ íàíîêëàñòåðîâ (Guo, Iru-
dayaraj, 2011; Chen et al., 2014; Mohanty, Patel, 2014). Òåì
íå ìåíåå ìåõàíèçìû ôîðìèðîâàíèÿ îëèãîìåðíûõ ôîðì
ÑÀ è èõ ñâîéñòâà îñòàþòñÿ ïëîõî èçó÷åííûìè (Atmeh
et al., 2007; Majorek et al., 2012).

Îïóáëèêîâàííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ðàáîòû, ïî-
ñâÿùåííûå èçó÷åíèþ ìåõàíèçìîâ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
ìîëåêóëàìè ÑÀ, íåìíîãî÷èñëåííû è ñîäåðæàò ïîðîé
ïðîòèâîðå÷èâûå ðåçóëüòàòû. Îäíè àâòîðû óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî îëèãîìåðíûå êîìïëåêñû ÑÀ äîñòàòî÷íî ñòàáèëü-
íû áëàãîäàðÿ ôîðìèðîâàíèþ ìåæìîëåêóëÿðíûõ äèñóëü-
ôèäíûõ ìîñòèêîâ ìåæäó îñòàòêàìè öèñòåèíà (Brahma
et al., 2005). Äðóãèå ïîëàãàþò, ÷òî òàêèå ìåæìîëåêóëÿð-
íûå êîìïëåêñû îáðàçóþòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî çà ñ÷åò íåêî-
âàëåíòíûõ âçàèìîäåéñòâèé (Honda et al., 2000) è ñêëîííû
ê äèññîöèàöèè è ïåðåõîäó â ìîíîìåðíîå ñîñòîÿíèå (At-
meh et al., 2007).

Ñîâðåìåííàÿ òåîðèÿ îáðàçîâàíèÿ àãðåãàòîâ ïðåäïî-
ëàãàåò âûïîëíåíèå íåêîòîðûõ óñëîâèé, íåîáõîäèìûõ äëÿ
àãðåãàöèè: äîñòóïíîñòü îñòàòêîâ öèñòåèíà, ïðåäðàñïëàâ-
ëåííîå ñîñòîÿíèå áåëêîâîé ãëîáóëû è äð. (Speed et al.,
1996; Wetzel, 1996, 1997). Ïîñëåäíÿÿ ãèïîòåçà ïîäòâåðæ-
äàåòñÿ ïðåäïî÷òèòåëüíûì îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñîâ èç
÷åòíîãî ÷èñëà ìîíîìåðîâ — äèìåðîâ, òåòðàìåðîâ è ãåê-
ñàìåðîâ (Atmeh et al., 2007). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èçó-
÷àëè ìåõàíèçìû îáðàçîâàíèÿ ìåæìîëåêóëÿðíûõ êîìï-
ëåêñîâ ÑÀ íà ïðèìåðå ìîíîìåðîâ, îëèãîìåðîâ è àãðåãà-
òîâ áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ), èñïîëüçóÿ
ñïåêòðîñêîïè÷åñêèå è ãèäðîäèíàìè÷åñêèå ïîäõîäû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò ÁÑÀ
(Ðåàõèì, Ðîññèÿ). ×èñòîòó áåëêà îïðåäåëÿëè ìåòîäàìè
íàòèâíîãî è äåíàòóðèðóþùåãî ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàê-
ðèëàìèäíîì ãåëå. Â èñõîäíûõ ðàñòâîðàõ ÁÑÀ áûëî îáíà-
ðóæåíî íàëè÷èå êàê îëèãîìåðîâ, òàê è àãðåãàòîâ. Â õîäå
ïðîáîïîäãîòîâêè àãðåãàòû óäàëÿëè èç èñõîäíûõ ðàñòâî-
ðîâ ÁÑÀ öåíòðèôóãèðîâàíèåì (10 ìèí ïðè 10 000 g). Êî-
ëè÷åñòâî àãðåãàòîâ â ðàáî÷èõ ðàñòâîðàõ íå ïðåâûøàëî
0.5 % îò îáùåãî ÷èñëà ÷àñòèö, íàõîäÿùèõñÿ â ðàñòâîðå,
ïî îöåíêå ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà. Êîí-
öåíòðàöèþ áåëêà â ðàñòâîðå îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåò-
ðè÷åñêè, èñïîëüçóÿ êîýôôèöèåíò ìîëÿðíîé ýêñòèíêöèè
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e279 = 43 824 Ì–1ñì–1 (Pace et al., 1985; Gill, von Hippel,
1989).

À í à ë è ò è ÷ å ñ ê î å ó ë ü ò ð à ö å í ò ð è ô ó ã è ð î â à -
í è å (À Ó Ö). Ýêñïåðèìåíòû ïî îïðåäåëåíèþ êîýôôèöè-
åíòà ñåäèìåíòàöèè ïðîâîäèëè íà àíàëèòè÷åñêîé óëüòðà-
öåíòðèôóãå ProteomeLab XL-I (Beckman-Coulter, ÑØÀ)
ïðè òåìïåðàòóðå îáðàçöà 20.0 � 0.5 °Ñ. Ïîäãîòîâêó îá-
ðàçöîâ ïðîâîäèëè ïî îïèñàííîé ðàíåå ìåòîäèêå (Ïîëÿ-
íè÷êî è äð., 2000). Ðåãèñòðàöèþ êðèâûõ ñåäèìåíòàöèè
îñóùåñòâëÿëè ïî ïîãëîùåíèþ ïðè äëèíå âîëíû 280 íì è
ïî èíòåðôåðåíöèè (äëèíà âîëíû ëàçåðà 660 íì). Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà ìåòîäîì ÀÓÖ ãîòîâèëè ïðîáû
ÁÑÀ â 50 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7.0). Îáðà-
áîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó ðàñïðåäåëåíèÿ êîýô-
ôèöèåíòà ñåäèìåíòàöèè c(S) (Schuck, 2000) ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ SEDFIT (sedfitsed-
phat.nibib.nih.gov/software/).

Ä è í à ì è ÷ å ñ ê î å ð à ñ ñ å ÿ í è å ñ â å ò à. Ñ ïîìîùüþ
ýòîãî ìåòîäà îïðåäåëÿëè êîýôôèöèåíò äèôôóçèè è ðàç-
ìåð ÷àñòèö, íàõîäÿùèõñÿ â ðàñòâîðå. Êîýôôèöèåíò
òðàíñëÿöèîííîé äèôôóçèè Dt ðàññ÷èòûâàëè ïî ñîîòíî-
øåíèþ Ñòîêñà—Ýéíøòåéíà:
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ãäå Dt — êîýôôèöèåíò òðàíñëÿöèîííîé äèôôóçèè, k —
ïîñòîÿííàÿ Áîëüöìàíà, T — òåìïåðàòóðà, h0 — äèíàìè-
÷åñêàÿ âÿçêîñòü ðàñòâîðèòåëÿ, hr — îòíîñèòåëüíàÿ âÿç-
êîñòü ðàñòâîðèòåëÿ, f — êîýôôèöèåíò òðåíèÿ ãèäðàòèðî-
âàííîé ìîëåêóëû, f0 — êîýôôèöèåíò òðåíèÿ ìîëåêóëû
äî ãèäðàòàöèè, Rh — ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðàäèóñ. Êîýô-
ôèöèåíò äèôôóçèè ñâÿçàí ñ ðàäèóñîì ÷àñòèöû ôîðìó-
ëîé Ñòîêñà—Ýéíøòåéíà:
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,

ãäå k — ïîñòîÿííàÿ Áîëüöìàíà, T — àáñîëþòíàÿ òåìïå-
ðàòóðà ðàñòâîðà, h — äâèãîâàÿ âÿçêîñòü ðàñòâîðèòåëÿ,
R — ðàäèóñ ðàññåèâàþùåãî öåíòðà.

Ðàäèóñ ÷àñòèö îïðåäåëÿëè íà óñòàíîâêå Photo-
cor-Complex (Ðîññèÿ). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â òåðìîñòà-
òèðóåìîé êþâåòå ïðè äëèíàõ âîëí ëàçåðîâ 405 è 654 íì
è ïðè ìîùíîñòè 25 ìÂò. Äàííûå îáðàáàòûâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ñòàíäàðòíîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ, êîòî-
ðîå ïîñòàâëÿåòñÿ ñ ïðèáîðîì (PhotoCor software, DynaLS
v.2.0).

z-Ï î ò å í ö è à ë îïðåäåëÿëè íà óñòàíîâêå Horiba
SZ100 (ßïîíèÿ). Äëÿ îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè
ñòàíäàðòíîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå, ïîñòàâëÿåìîå ñ
óñòàíîâêîé. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â òåðìîñòàòèðóåìîé
êàìåðå (ïðè 25 °Ñ) ïðè äëèíå âîëíû ëàçåðà 532 íì (ìîù-
íîñòü ëàçåðà 10 ìÂò). Çíà÷åíèå z-ïîòåíöèàëà îïðåäåëÿëè
ñîãëàñíî òåîðèè Ñìîëóõîâñêîãî (Ôðèäðèõñáåðã, 1984) ïî
ôîðìóëå
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ãäå z — ïîòåíöèàë äèôôóçíîãî ñëîÿ, h — âÿçêîñòü ðàñ-
òâîðèòåëÿ, mE — ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ ïîäâèæíîñòü ÷àñ-
òèö, e — äèýëåêòðè÷åñêàÿ ïðîíèöàåìîñòü ðàñòâîðèòåëÿ.

Ó Ô - ñ ï å ê ò ð î ñ ê î ï è þ ïîãëîùåíèÿ ïðîâîäèëè íà
óñòàíîâêå Shimadzu UV-1800 (ßïîíèÿ). Äëÿ îáðàáîòêè

äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå UVProbe
software, ïîñòàâëÿåìîå âìåñòå ñ îáîðóäîâàíèåì. Èçìåðå-
íèÿ ïðîâîäèëè â èíòåðâàëå äëèí âîëí 230—320 íì â êþ-
âåòàõ ñ îïòè÷åñêèì ïóòåì 2, 5 èëè 10 ìì â çàâèñèìîñòè îò
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îáðàçöà. Ïîãðåøíîñòü èçìåðåíèÿ
DÀ ñîñòàâëÿëà 0.002—0.006 åä. ïîãëîùåíèÿ â çàâèñèìî-
ñòè îò èíòåíñèâíîñòè ðåãèñòðèðóåìîãî ñèãíàëà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

ÑÀ ÿâëÿåòñÿ ñàìûì ðàñïðîñòðàíåííûì áåëêîì ïëàç-
ìû êðîâè (Rothschild et al., 1988), ÷òî äåëàåò åãî ëåãêî äî-
ñòóïíûì è äåøåâûì ìàòåðèàëîì äëÿ ëàáîðàòîðíûõ èñ-
ñëåäîâàíèé. ÑÀ îñóùåñòâëÿåò òðàíñïîðò ðàçíîîáðàçíûõ
âåùåñòâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ æèçíåäåÿòåëüíîñòè îðãàíèçìà
(Kragh-Hansen, 1981). Ñîãëàñíî äàííûì ðåíòãåíîñòðóê-
òóðíîãî è ñïåêòðàëüíîãî àíàëèçà (Majorek et al., 2012;
Ïîëÿíè÷êî è äð., 2014), âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðà ìîëåêóëû
ÁÑÀ âêëþ÷àåò â ñåáÿ 67 % a-ñïèðàëüíûõ ó÷àñòêîâ, 16 %
b-ïîâîðîòîâ, îêîëî 3 % ñïèðàëåé òèïà 310; 14 % ñîñòàâëÿ-
þò îñòàëüíûå, ïðåèìóùåñòâåííî íåóïîðÿäî÷åííûå, ó÷à-
ñòêè. Â öåëîì ñòðóêòóðà ÁÑÀ èçó÷åíà äîâîëüíî ïîäðîá-
íî, áëàãîäàðÿ ÷åìó åãî óäîáíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå
ñòàíäàðòà ïðè èññëåäîâàíèè áîëåå ñëîæíûõ ñèñòåì. Îä-
íàêî, êàê è ìíîãèå äðóãèå áåëêè, ÁÑÀ ïðîÿâëÿåò ñïîñîá-
íîñòü ê àãðåãàöèè, îñîáåííî ïðè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ.
Ïðè ýòîì îáðàçóþòñÿ ñðàâíèòåëüíî êðóïíûå êîìïëåêñû,
äîñòàòî÷íî ñêóäíî îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå.

Ð à ç ì å ð û í à ä ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û õ ê î ì ï ë å ê ñ î â
Á Ñ À â ç à â è ñ è ì î ñ ò è î ò ê î í ö å í ò ð à ö è è á å ë ê à â
ð à ñ ò â î ð å. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ àãðåãàöèîííîé àêòèâíîñòè
ÁÑÀ ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ ìû îöåíèëè
ðàçìåðû îáðàçóþùèõñÿ àãðåãàòîâ â çàâèñèìîñòè îò êîí-
öåíòðàöèè áåëêà â ðàñòâîðå. Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ìåòîäà
íàêëàäûâàåò îãðàíè÷åíèå íà ìàêñèìàëüíóþ êîíöåíòðà-
öèþ ÷àñòèö â èññëåäóåìîì ðàñòâîðå, òàê êàê ïðè êîíöåí-
òðàöèÿõ âûøå ïðåäåëüíîãî çíà÷åíèÿ â ñèñòåìå ìîæåò íà-
áëþäàòüñÿ ìíîãîêðàòíîå ðàññåÿíèå ñâåòà, êîòîðîå âíîñèò
èñêàæåíèÿ â ðåãèñòðèðóåìûé ñèãíàë. Ìàêñèìàëüíî äîïó-
ñòèìàÿ êîíöåíòðàöèÿ îïðåäåëÿåòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî è
çàâèñèò îò ðàçìåðà ÷àñòèö, íàõîäÿùèõñÿ â ðàñòâîðå. Â íà-
øèõ ýêñïåðèìåíòàõ ïðåäåëüíîå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè
ÁÑÀ ñîñòàâèëî 20 ìã/ìë.

Â òàáë. 1 ïðèâåäåíû êîýôôèöèåíòû äèôôóçèè è ðà-
äèóñû àãðåãàòîâ, ïîëó÷åííûå ïî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà
äàííûõ äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ äëÿ ïÿòè ðàçëè÷-
íûõ êîíöåíòðàöèé ÁÑÀ. Äëÿ âñåõ ðàñòâîðîâ ñ ðîñòîì
êîíöåíòðàöèè íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå êîýôôèöèåíòà
òðàíñëÿöèîííîé äèôôóçèè Dt è óâåëè÷åíèå ðàäèóñà àãðå-
ãàòîâ. Âî âñåì èññëåäîâàííîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé

708 À. Ì. Ïîëÿíè÷êî è äð.

Ò à á ë è ö à 1

Êîýôôèöèåíòû òðàíñëÿöèîííîé äèôôóçèè (Dt)
è ðàäèóñû (r) àãðåãàòîâ ÁÑÀ â çàâèñèìîñòè

îò åãî êîíöåíòðàöèè

[ÁÑÀ], ìã/ìë Dt� 10–12, ì2/ñ r, íì

1 2.46 � 0.11 87 � 4

5 2.18 � 0.06 98 � 3

10 2.02 � 0.03 106 � 2

15 1.77 � 0.04 121 � 3

20 1.74 � 0.05 123 � 4



íàáëþäàåòñÿ ìîíîòîííûé ðîñò ëèíåéíûõ ðàçìåðîâ àãðå-
ãàòîâ ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè áåëêà â ïðîáå. Òàêîé
âèä çàâèñèìîñòè ãîâîðèò î òîì, ÷òî àãðåãàòû è ìîíîìåðû
â ðàñòâîðå íàõîäÿòñÿ â ñîñòîÿíèè äèíàìè÷åñêîãî ðàâíî-
âåñèÿ.

Ìîæíî âûäåëèòü êàê ìèíèìóì äâà îñíîâíûõ ôàêòî-
ðà, îïðåäåëÿþùèå ïðîöåññ ðîñòà àãðåãàòîâ. Ïåðâûé ñâÿ-
çàí ñ ðîñòîì âåðîÿòíîñòè ñòîëêíîâåíèé ìåæäó ìîíîìåðà-
ìè ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè áåëêà â ðàñòâîðå è îïè-
ñûâàåòñÿ ìîäåëüþ äèôôóçèîííî-îãðàíè÷åííîé àãðåãàöèè
(Witten, Sander, 1981). Â ðàìêàõ ýòîé ìîäåëè óâåëè÷åíèå
ðàçìåðà àãðåãàòîâ ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ âåðîÿòíîñòè
äèññîöèàöèè ìîíîìåðà ñ ïîâåðõíîñòè àãðåãàòà. Êîãäà ýòà
âåðîÿòíîñòü äîñòèãàåò çíà÷åíèÿ âåðîÿòíîñòè ïðèñîåäèíå-
íèÿ ìîíîìåðà ê àãðåãàòó, èçìåíåíèå ðàçìåðîâ àãðåãàòà
ïðåêðàùàåòñÿ. Âòîðîé ôàêòîð ñâÿçàí ñ òåì, ÷òî â ðåàëü-
íûõ ðàñòâîðàõ ñòîëêíîâåíèå ìîíîìåðà ñ àãðåãàòîì ÿâëÿ-
åòñÿ íåîáõîäèìûì, íî íåäîñòàòî÷íûì óñëîâèåì äëÿ ïðè-
ñîåäèíåíèÿ ê àãðåãàòó (Speed et al., 1996). Êàê ïîêàçàíî â
ðàáîòàõ Âåòçåëÿ (Wetzel, 1996, 1997), âçàèìîäåéñòâèå ìî-
íîìåðîâ ÁÑÀ èäåò ÷åðåç ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå ðàñ-
ïëàâëåííûõ ãëîáóë. Èìåííî ýòè ðàñïëàâëåííûå ãëîáóëû,
âçàèìîäåéñòâóÿ ìåæäó ñîáîé, îáðàçóþò îëèãîìåðû è àã-
ðåãàòû. Ïîäîáíûé ìåõàíèçì ôîðìèðîâàíèÿ íàäìîëåêó-
ëÿðíûõ êîìïëåêñîâ îòíþäü íå óíèêàëåí è âñòðå÷àåòñÿ
òàêæå ñðåäè áåëêîâ, ïîëíîñòüþ èëè ÷àñòè÷íî íåóïîðÿäî-
÷åííûõ â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè (Ðîäèîíîâà è äð., 2009; Po-
lyànichko, Weser, 2010; Ïîëÿíè÷êî è äð., 2011; Polyani-
chko, Chikhirzhina, 2012, 2013).

Â ë è ÿ í è å ê è ñ ë î ò í î ñ ò è ñ ð å ä û í à ð à ç ì å ð
á å ë ê î â û õ ÷ à ñ ò è ö. Êîíôîðìàöèîííàÿ ñòàáèëüíîñòü
ãëîáóëÿðíûõ áåëêîâ â ðàñòâîðå çàâèñèò, â ÷àñòíîñòè, îò
êèñëîòíîñòè ðàñòâîðà. Òàêèì îáðàçîì, èçìåíÿÿ ðÍ ñðåäû,
ìîæíî îöåíèòü âëèÿíèå ñòåïåíè íàòèâíîñòè è çàðÿäà áåë-
êà íà ðàçìåðû îáðàçóþùèõñÿ êîìïëåêñîâ. Ìåòîäîì ÀÓÖ
èçó÷àëè ðàñòâîðû ÁÑÀ â ïðèñóòñòâèè 100 ìÌ NaCl â èí-
òåðâàëå çíà÷åíèé ðÍ îò 2.0 äî 7.5. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåí
õàðàêòåðíûé âèä ðàñïðåäåëåíèÿ, ïîëó÷àåìîãî â ðåçóëüòà-

òå ýêñïåðèìåíòà. Ðàññ÷èòàííûå ïðèáëèçèòåëüíûå çíà÷å-
íèÿ êîýôôèöèåíòîâ ñåäèìåíòàöèè è ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ
÷àñòèö, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïèêàì 1—4 (ðèñ. 1), ïðåäñòàâ-
ëåíû â òàáë. 2.

Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ñåäèìåíòàöèîííûõ êðèâûõ ïî-
çâîëèë îïðåäåëèòü çíà÷åíèÿ îñíîâíûõ ãèäðîäèíàìè÷å-
ñêèõ ïàðàìåòðîâ äëÿ ìîíîìåðíûõ ÷àñòèö ïðè ðàçëè÷íûõ
çíà÷åíèÿõ ðÍ, êîòîðûå ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 3. Ïîëó÷åí-
íûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò, ÷òî ïðè pH ðàñòâîðà
ìåíüøå 4 ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå ðàäèóñà ìîíîìåðà ñ îä-
íîâðåìåííûì óìåíüøåíèåì êîýôôèöèåíòà ñåäèìåíòà-
öèè. Òàêîå ïîâåäåíèå ïàðàìåòðîâ ìîæåò ñâèäåòåëüñòâî-
âàòü î ïîòåðå íàòèâíîé òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû ÁÑÀ è î
êîíôîðìàöèîííîì ïåðåõîäå íàòèâíàÿ ñòðóêòóðà—êëó-
áîê, êîòîðûé ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì àñèììåòðèè è
ðàçâîðà÷èâàíèåì ìîëåêóëû áåëêà. Ïðè pH 4.2 ìîëåêóëà
ÁÑÀ çàðÿæåíà ïîëîæèòåëüíî. Ïðè óìåíüøåíèè çíà÷åíèÿ
êèñëîòíîñòè ðàñòâîðà çàðÿä ìîëåêóëû ÁÑÀ ðàñòåò, ÷òî
âûçûâàåò ðàçâîðà÷èâàíèå áåëêîâîé ìîëåêóëû çà ñ÷åò
ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî îòòàëêèâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ
ïîëèïåïòèäíîé öåïè äðóã îò äðóãà, â ðåçóëüòàòå ÷åãî óâå-
ëè÷èâàåòñÿ ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðàäèóñ ìîëåêóëû. Ïðè
çíà÷åíèÿõ pH ðàñòâîðà, áëèçêèõ ê ôèçèîëîãè÷åñêèì, èç-

Ìåæìîëåêóëÿðíûå âçàèìîäåéñòâèÿ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà â ðàñòâîðå 709

Ðèñ. 1. Îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå îñíîâíûõ ïîäôðàêöèé áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ), ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî êîýôôè-
öèåíòó ñåäèìåíòàöèè (S), — ìîíîìåðîâ (I), äèìåðîâ (II), òðèìåðîâ (III) è òåòðàìåðîâ (IV).

Ïî îñè îðäèíàò — ôóíêöèÿ ðàñïðåäåëåíèÿ c (S).

Ò à á ë è ö à 2

Çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòîâ ñåäèìåíòàöèè (S)
è ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (Ì) ÷àñòèö ÁÑÀ,

ñîîòâåòñòâóþùèõ ìîíî-, äè-, òðè- è òåòðàìåðàì

×àñòèöà S, Ñâ Ì, êÄà

Ìîíîìåðû 4.4 (7 � 1)�10

Äèìåðû 7.4 (15 � 2)�10

Òðèìåðû 10.4 (24 � 4)�10

Òåòðàìåðû 12.5 (32 � 5)�10

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ñîäåðæàíèå ôðàêöèé ÷àñòèö ÁÑÀ ñì. íà ðèñ. 1.



ìåíåíèé ïàðàìåòðîâ ìîíîìåðîâ ÁÑÀ â ïðåäåëàõ ïîãðåø-
íîñòè íå ïðîèñõîäèò.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ ñòåïåíè êèñëîòíîñòè ðàñòâîðà
ÁÑÀ íà âåëè÷èíó ïîòåíöèàëà äèôôóçíîãî ñëîÿ (z-ïîòåí-
öèàë) è íà çàðÿä ìîëåêóëû ïîêàçàëî, ÷òî â èíòåðâàëå çíà-
÷åíèé pH îò 4 äî 6 çíà÷åíèå z-ïîòåíöèàëà, ïðîõîäÿ ÷åðåç
íîëü, ìåíÿåò çíàê (ðèñ. 2). Àïïðîêñèìèðîâàâ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûå äàííûå â ýòîì èíòåðâàëå çíà÷åíèé pH ïðÿìîé
ëèíèåé è íàéäÿ òî÷êó ïåðåñå÷åíèÿ àïïðîêñèìèðóþùåé
ïðÿìîé ñ ãîðèçîíòàëüíîé îñüþ, îïðåäåëèëè çíà÷åíèå
èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè pI äëÿ ÁÑÀ, êîòîðîå ñîñòàâèëî
4.8, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè èç ëèòåðàòóðû (Ge et al.,
1998).

Ïðè ñìåùåíèè çíà÷åíèÿ pH ðàñòâîðà îò èçîýëåêòðè-
÷åñêîé òî÷êè çíà÷åíèå z-ïîòåíöèàëà ðàñòåò ïî ìîäóëþ.
Ðîñò çíà÷åíèÿ z-ïîòåíöèàëà ñâÿçàí ñ óâåëè÷åíèåì çàðÿ-
æåííûõ áîêîâûõ ãðóïï â ïîëèïåïòèäíîé öåïè ìîëåêóëû
ÁÑÀ. Ïðè óìåíüøåíèè çíà÷åíèÿ pH ðàñòâîðà îò 3.0 äî 1.0
çíà÷åíèå z-ïîòåíöèàëà íà÷èíàåò óìåíüøàòüñÿ (ðèñ. 2).
Ïî âñåé âèäèìîñòè, ïðè óìåíüøåíèè pH ðàñòâîðà íèæå
4.0 ìîëåêóëû ÁÑÀ íà÷èíàþò ðàçâîðà÷èâàòüñÿ, ïðèîáðå-

òàÿ ñòðóêòóðó ðàñïëàâëåííîé ãëîáóëû. Ìîíîìåðû ÁÑÀ,
íàõîäÿùèåñÿ â ýòîì ñîñòîÿíèè, ñ áîëüøåé âåðîÿòíîñòüþ
îáðàçóþò àãðåãàòû. Èçâåñòíî, ÷òî ýôôåêòèâíûé ïîâåðõ-
íîñòíûé çàðÿä àãðåãàòîâ è îëèãîìåðîâ ïàäàåò ñ ðîñòîì
÷èñëà ìîíîìåðîâ, îáðàçóþùèõ ýòè àãðåãàòû (Atmeh et al.,
2007). Òàêèì îáðàçîì, óìåíüøåíèå z-ïîòåíöèàëà ïðè
óìåíüøåíèè êèñëîòíîñòè ðàñòâîðà äî pH 1.0 ìîæåò áûòü
îáúÿñíåíî îáðàçîâàíèåì àãðåãàòîâ â ðàñòâîðå ÁÑÀ. Ïðè
óâåëè÷åíèè çíà÷åíèÿ pH ðàñòâîðà îò 4.0 äî 6.0 ìîëåêóëû
ÁÑÀ ïðîõîäÿò èçîýëåêòðè÷åñêóþ òî÷êó è ïåðåçàðÿæàþò-
ñÿ, ìåíÿÿ çíàê ñóììàðíîãî çàðÿäà ñ ïîëîæèòåëüíîãî íà
îòðèöàòåëüíûé. Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè âåëè÷èíû
pH çíà÷åíèå z-ïîòåíöèàëà ïðîäîëæàåò óìåíüøàòüñÿ è â
îáëàñòè ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèé pH (~7.0) âûõîäèò íà
óðîâåíü ïðèáëèçèòåëüíî –50 ìÂ. Òàêîå çíà÷åíèå z-ïîòåí-
öèàëà ñîîòâåòñòâóåò ñèñòåìå, íå ñêëîííîé ê àãðåãèðîâà-
íèþ (Ôðèäðèõñáåðã, 1984).

Ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ áûëè ïî-
ëó÷åíû ðàñïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ ÷àñòèö â ðàñòâîðå ÁÑÀ
âáëèçè èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè â èíòåðâàëå
4.2 < ðÍ < 4.8. Â ðàñòâîðå ïðè pH 4.2 îáíàðóæåíû òðè

710 À. Ì. Ïîëÿíè÷êî è äð.

Ò à á ë è ö à 3

Õàðàêòåðèñòèêè ìîíîìåðíûõ ÷àñòèö, îáðàçóþùèõñÿ â ðàñòâîðå ÁÑÀ (100 ìÌ NaCl),
â çàâèñèìîñòè îò âåëè÷èíû ðÍ

Õàðàêòåðèñòèêà
Âåëè÷èíà pH

2.0 3.5 4.2 5.2 6.0 6.7 7.5

S (Ñâ) 3.40 3.75 4.40 4.44 4.46 4.46 4.46

f/f0 1.73 1.55 1.35 1.34 1.32 1.34 1.32

a/b obl 11.30 7.80 4.60 4.50 4.20 4.40 4.20

a/b prol 10.00 7.10 4.30 4.20 4.00 4.10 3.90

r, íì 4.62 4.09 3.63 3.61 3.56 3.60 3.54

Ï ð è ì å ÷ à í è å. S — êîýôôèöèåíò ñåäèìåíòàöèè â åäèíèöàõ Ñâåäáåðãà, f/f0 — ñîîòíîøåíèå êîýôôèöèåíòîâ òðåíèÿ
ãèäðàòèðîâàííîé (f) è íåãèäðàòèðîâàííîé (f0) ìîëåêóë, a/b obl — ñîîòíîøåíèå ïîëóîñåé ñïëþñíóòîãî ýëëèïñîèäà, îïèñàííîãî
âîêðóã ìîëåêóëû, a/b prol — ñîîòíîøåíèå ïîëóîñåé âûòÿíóòîãî ýëëèïñîèäà, îïèñàííîãî âîêðóã ìîëåêóëû, r —
ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðàäèóñ.

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü z-ïîòåíöèàëà ìîíîìåðîâ ÁÑÀ îò âåëè÷èíû ðÍ ðàñòâîðà.



ôðàêöèè ÷àñòèö ñ ðàçíûìè ðàäèóñàìè. Ðàäèóñû ñàìûõ
êðóïíûõ àãðåãàòîâ ïðè pH 4.2 ñîñòàâèëè 102 � 7 íì.
Â ðàñòâîðàõ ÁÑÀ ñ pH 4.8 (èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà ÁÑÀ)
ñîäåðæàòñÿ àãðåãàòû ñ ðàäèóñàìè 500 � 100 íì è îëèãî-
ìåðû ñ ðàäèóñàìè 13 � 5 íì. Ïðè ýòîì â èññëåäîâàííîì
ðàñòâîðå ìû íå îáíàðóæèëè ìîíîìåðîâ ÁÑÀ (ïðè pH 4.2
ìîíîìåðû ñîñòàâëÿþò íå ìåíåå 99.5 % îò ÷èñëà âñåõ ÷àñ-
òèö). Ïðè óìåíüøåíèè pH îò 4.2 äî 2.0 óâåëè÷èâàþòñÿ ðà-
äèóñû àãðåãàòîâ ÁÑÀ îò 21 � 3 äî 37 � 8 íì äëÿ àãðåãà-
òîâ ìàëûõ ðàçìåðîâ è îò 89 � 5 äî 130 � 10 íì äëÿ àãðå-
ãàòîâ áîëüøèõ ðàçìåðîâ. Ýòà îáëàñòü èçìåíåíèÿ pH
ñîîòâåòñòâóåò îáëàñòè óìåíüøåíèÿ çíà÷åíèÿ z-ïîòåíöèà-
ëà (ðèñ. 2).

Ïðè pH 1.0 ðàçìåðû àãðåãàòîâ, ñîäåðæàùèõñÿ â ðàñ-
òâîðå, óìåíüøàþòñÿ äî 21 � 1 è 92 � 1 íì äëÿ ìàëûõ è
áîëüøèõ àãðåãàòîâ ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ýòîì óìåíüøà-
þòñÿ ðàäèóñû ÷àñòèö íàèìåíüøåé ôðàêöèè îò 2.4 � 0.2
äî 1.3 � 0.7 íì, ÷òî ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíî ÷àñòè÷íûì
ðàçðóøåíèåì ïîëèïåïòèäíîé öåïè â î÷åíü êèñëîì ðàñò-
âîðå (pH 1.0). Ïîñëåäíåå ïðåäïîëîæåíèå êîñâåííî ïîä-
òâåðæäàåòñÿ ðåçêèì óìåíüøåíèåì çíà÷åíèÿ z-ïîòåíöèàëà
îò 30 � 3 ìÂ ïðè pH 2.0 äî 2 � 0.2 ìÂ ïðè pH 1.0, òàê êàê
ìåíüøèå ïî ðàçìåðó ôðàãìåíòû ïîëèïåïòèäíîé öåïè íå-
ñóò ìåíüøèé çàðÿä, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ ìåíüøèì çíà÷å-
íèåì z-ïîòåíöèàëà.

À ã ð å ã à ö è ÿ Á Ñ À â ï ð è ñ ó ò ñ ò â è è ì î ÷ å â è í û.
Ãèäðîôîáíûå âçàèìîäåéñòâèÿ èãðàþò îïðåäåëÿþùóþ
ðîëü ïðè îáðàçîâàíèè òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû áåëêîâ. Äî-
áàâëåíèå â ðàñòâîð áåëêà äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà äîëæ-
íî ðàçðóøàòü ýòè âçàèìîäåéñòâèÿ, ñòàáèëèçèðóþùèå
ñòðóêòóðó ÁÑÀ, ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâåäåò ê ôîðìè-
ðîâàíèþ àãðåãàòîâ ÁÑÀ â ðàñòâîðå. Â êà÷åñòâå äåíàòóðè-
ðóþùåãî àãåíòà ìû èñïîëüçîâàëè ìî÷åâèíó. Êàê áûëî
ïîêàçàíî ðàíåå äðóãèìè àâòîðàìè (ñì., íàïðèìåð, Povaro-
va et al., 2007), õàðàêòåð äåíàòóðàöèè áåëêà íå çàâèñèò îò
âûáîðà äåíàòóðàíòà. Âìåñòå ñ òåì âî ìíîãèõ îïóáëèêî-
âàííûõ ðàíåå ðàáîòàõ, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ñòðóêòóð-
íûõ ïåðåõîäîâ â ÁÑÀ äðóãèìè ìåòîäàìè (â ÷àñòíîñòè, â
ðàáîòàõ ïî ìàëîóãëîâîìó ðåíòãåíîâñêîìó ðàññåÿíèþ: Itri

et al., 2004), â êà÷åñòâå äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà èñïîëü-
çîâàëè èìåííî ìî÷åâèíó, ÷åì è áûë îáóñëîâëåí íàø âû-
áîð.

Ìåòîäîì ÓÔ-ñïåêòðîôîòîìåòðèè ìû ïîëó÷èëè ñïåê-
òðû ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðîâ ÁÑÀ â ïðèñóòñòâèè 8 Ì ìî÷å-
âèíû. Äëèíà âîëíû ìàêñèìóìà ïîãëîùåíèÿ lìàêñ ñìåùà-
åòñÿ â îáëàñòü ìåíüøèõ äëèí âîëí ñ ðîñòîì êîíöåíòðà-
öèè ìî÷åâèíû â ðàñòâîðå (ðèñ. 3). Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ
ñ ó÷åòîì ïîãðåøíîñòè ìîãóò áûòü àïïðîêñèìèðîâàíû
ñèãìà-ôóíêöèåé, õàðàêòåðíîé äëÿ ñèñòåì, ñïîñîáíûõ íà-
õîäèòüñÿ â äâóõ ðàçëè÷íûõ ñîñòîÿíèÿõ.

Àíàëèç êðèâîé ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïðè ïî-
âûøåíèè êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû â ðàñòâîðå îò 0 äî 8 Ì
ïðîèñõîäèò êîíôîðìàöèîííûé ïåðåõîä è ìîëåêóëû ÁÑÀ
äåíàòóðèðóþò. Ïðè äåíàòóðàöèè â ðàñòâîðàõ ÁÑÀ äîëæ-
íî íàáëþäàòüñÿ óâåëè÷åíèå ðàäèóñîâ àãðåãàòîâ ÁÑÀ.
Ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàäèóñàì ÷àñòèö, ñîäåðæàùèõñÿ â ðàñ-
òâîðå â ïðèñóòñòâèè ìî÷åâèíû (0, 2, 4, 6 è 8 Ì), áûëè ïî-
ëó÷åíû íàìè ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ. Âî
âñåõ ðàñòâîðàõ íàáëþäàëèñü òðè ôðàêöèè — ìîíîìåðû,
àãðåãàòû ìàëîãî è áîëüøîãî ðàäèóñîâ. Ðåçóëüòàòû ïðåä-
ñòàâëåíû â òàáë. 4.
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ïîëîæåíèÿ ìàêñèìóìà â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðîâ ÁÑÀ îò êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû (Ñì), Ì.

Ïî îñè àáñöèññ — êîíöåíòðàöèÿ ìî÷åâèíû (Ñì), Ì.

Ò à á ë è ö à 4

Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ðàäèóñîâ ÷àñòèö <r> òðåõ ôðàêöèé
â ðàñòâîðàõ ÁÑÀ (1 ìã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ
ìî÷åâèíû, Ì

Ìîíîìåðû
Àãðåãàòû ìàëûõ

ðàçìåðîâ
Àãðåãàòû áîëüøèõ

ðàçìåðîâ

0 3.3 � 0.2 22 � 2 88 � 1

2 2.7 � 0.7 14 � 2 59 � 1

4 3.0 � 0.5 14 � 2 72 � 2

6 9.0 � 2.0 28 � 4 120 � 20

8 8.0 � 1.0 45 � 6 170 � 30

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ôðàêöèè ñîîòâåòñòâóþò ïèêàì I—III íà ðèñ. 1.
Cðåäíåå çíà÷åíèå ðàäèóñà (<r>) ÷àñòèö óêàçàíî â íì.



Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû â ðàñòâîðå
ÁÑÀ äî 2 Ì ðàäèóñû ÷àñòèö óìåíüøàþòñÿ îò 22 � 2 äî
14 � 2 íì äëÿ ìàëåíüêèõ àãðåãàòîâ è îò 88 � 1 äî
59 � 1 íì — äëÿ êðóïíûõ. Òàêîå ïîâåäåíèå ìîæåò áûòü
îáúÿñíåíî ðàçðóøåíèåì ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé,
ó÷àñòâóþùèõ â îáðàçîâàíèè àãðåãàòîâ. Ïðè äàëüíåéøåì
óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû äî 8 Ì ðàäèóñû àã-
ðåãàòîâ óâåëè÷èâàþòñÿ äî 45 � 6 íì äëÿ àãðåãàòîâ ìåíü-
øèõ ðàäèóñîâ è 170 � 30 íì äëÿ àãðåãàòîâ áîëüøèõ ðà-
äèóñîâ.

Óâåëè÷åíèå ðîñòà ðàäèóñîâ àãðåãàòîâ ìîæíî îáúÿñ-
íèòü ñëåäóþùèì îáðàçîì. Â èñõîäíûõ ðàñòâîðàõ áåëêà
ñîäåðæàòñÿ êàê ìîíîìåðû, òàê è áîëåå êðóïíûå îëèãî-
ìåðíûå ÷àñòèöû ÁÑÀ. Â ðàñòâîðàõ ñ ìàëîé êîíöåíòðà-
öèåé ìî÷åâèíû (0—2 Ì) ïðîèñõîäèò ðàçðóøåíèå äâóõ
òèïîâ ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé: 1) ìåæìîëåêóëÿð-
íûõ âçàèìîäåéñòâèé, çà ñ÷åò êîòîðûõ ïðîèñõîäèò îáðàçî-
âàíèå îëèãîìåðîâ; 2) âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñò-
âèé, ñòàáèëèçèðóþùèõ òðåòè÷íóþ ñòðóêòóðó ìîëåêóë
ÁÑÀ. Ïðè ýòîì íàáëþäàåòñÿ ðàçðóøåíèå îëèãîìåðîâ, ñî-
ïðîâîæäàþùååñÿ óìåíüøåíèåì ðàçìåðîâ áåëêîâûõ ÷àñ-
òèö ÁÑÀ è îäíîâðåìåííûì óâåëè÷åíèåì âåðîÿòíîñòè íà-
õîæäåíèÿ ìîëåêóë ÁÑÀ â ñîñòîÿíèè ðàñïëàâëåííîé ãëî-
áóëû. Ïðè äàëüíåéøåì ïîâûøåíèè êîíöåíòðàöèè ìî÷åâè-
íû ìîëåêóëû ÁÑÀ ïåðåõîäÿò â ñîñòîÿíèå ðàñïëàâëåííîé
ãëîáóëû. Ãèäðîôîáíûå àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, îáðà-
ùåííûå âíóòðü ìîëåêóëû ÁÑÀ â ñëàáûõ ðàñòâîðàõ ìî÷å-
âèíû, îêàçûâàþòñÿ äîñòóïíûìè äëÿ ìåæìîëåêóëÿðíûõ
âçàèìîäåéñòâèé, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ àãðåãàòîâ.

Ôðàêöèÿ ÁÑÀ ñ íàèìåíüøèìè ðàäèóñàìè äåìîíñòðè-
ðóåò ñõîæåå ïîâåäåíèå. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè
ìî÷åâèíû îò 0 äî 4 Ì ðàäèóñû íàèìåíüøåé ôðàêöèè íå
èçìåíÿþòñÿ â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè: 3.3� 0.2 (0) è 3 � 1 íì
(4 Ì ìî÷åâèíû). Ïðè äàëüíåéøåì óâåëè÷åíèè êîíöåíò-
ðàöèè ìî÷åâèíû ðàäèóñû ÷àñòèö íàèìåíüøåé ôðàêöèè
óâåëè÷èâàþòñÿ äî 8 � 2 íì (ñðåäíåå çíà÷åíèå äëÿ êîí-
öåíòðàöèé ìî÷åâèíû 6—8 Ì).

Ç à ê ë þ ÷ å í è å. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî â
ðàñòâîðå ÁÑÀ ñèñòåìà ìîíîìåðû—àãðåãàòû íàõîäèòñÿ â
ñîñòîÿíèè äèíàìè÷åñêîãî ðàâíîâåñèÿ. Óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè áåëêà â ðàñòâîðå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ðàç-
ìåðîâ àãðåãàòîâ ÁÑÀ. Ïðè óìåíüøåíèè pH ðàñòâîðà îò
4.0 äî 1.0 ïðîèñõîäèò êîíôîðìàöèîííûé ïåðåõîä: ìîëå-
êóëû ÁÑÀ òåðÿþò òðåòè÷íóþ ñòðóêòóðó, ïîëèïåïòèäíàÿ
öåïü ÁÑÀ ðàçâîðà÷èâàåòñÿ, ÷òî âåäåò ê ðîñòó ðàçìåðîâ àã-
ðåãàòîâ. Êðîìå òîãî, ê ðîñòó ðàçìåðîâ àãðåãàòîâ ïðèâî-
äèò è óìåíüøåíèå ïîâåðõíîñòíîãî çàðÿäà, ñîïðîâîæäàå-
ìîå óìåíüøåíèåì z-ïîòåíöèàëà. Â ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ
àãðåãàòîâ ÁÑÀ ó÷àñòâóþò ãèäðîôîáíûå âçàèìîäåéñòâèÿ,
êîòîðûå ðàçðóøàþòñÿ â ðàñòâîðàõ ñ íèçêîé êîíöåíòðà-
öèåé ìî÷åâèíû (äî 2 Ì), ÷òî ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ
ðàçìåðîâ àãðåãàòîâ ÁÑÀ. Â ðàñòâîðàõ ñ âûñîêîé êîíöåíò-
ðàöèåé ìî÷åâèíû (2—8 Ì) ïðîèñõîäèò äåíàòóðàöèÿ ìî-
ëåêóë ÁÑÀ, ñîïðîâîæäàåìàÿ ðîñòîì ðàçìåðîâ àãðåãàòîâ.
ÁÑÀ ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ïðè
èññëåäîâàíèè êðóïíûõ áåëêîâûõ ÷àñòèö è äëÿ àíàëèçà
áåëîê-áåëêîâûõ è ÄÍÊ-áåëêîâûõ âçàèìîäåéñòâèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 15-08-06876 (ñåäèìåíòàöèÿ è ñïåêòðîñêîïèÿ) è ïðî-
åêò 15-04-06993 (î÷èñòêà áåëêà, îïðåäåëåíèå x-ïîòåíöè-
àëà)). ×àñòü èññëåäîâàíèé ïðîâåäåíà â ðåñóðñíûõ
öåíòðàõ «Îïòè÷åñêèå è ëàçåðíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ
âåùåñòâà» è «Öåíòð äèàãíîñòèêè ôóíêöèîíàëüíûõ ìàòå-

ðèàëîâ â ìåäèöèíå, ôàðìàêîëîãèè è íàíîýëåêòðîíèêè»
Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà.
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The mechanisms of intermolecular protein complex formation were studied by the example of monomers,
oligomers and aggregates of bovine serum albumin (BSA) depending on the protein concentration, pH and urea
concentration. Using dynamic light scattering (DLS), analytical ultracentrifugation (AUC) and PAG electro-
phoresis, we have shown that there is dynamic equilibrium between monomers and aggregates in BSA solution.
Decreasing pH of the solution (4.0—1.0) resulted in increasing sizes of the aggregates. In the solutions with
low urea concentrations (below 2 M), the sizes of aggregates decreased, while higher urea concentrations indu-
ced formation of larger aggregates due to the unfolding of the protein.

K e y w o r d s: serum albumin, analytical ultracentrifugation, dynamic light scattering.
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