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Введение 

Оценка межбелковых взаимодействий при низких и высоких 

концентрациях макромолекул важны для понимания биологических процессов in 

vivo и in vitro, а также для разработки и оптимизации биотехнологических 

процессов [1-3]. Роль межмолекулярных взаимодействий резко возрастает в 

концентрированных белковых растворах, где они влияют на структуру и 

конформацию, растворимость и агрегацию, функционирование белков, а также 

на термодинамику и кинетику явлений, происходящих в клетке [4].  

      Практически для всех биосистем большое значение имеет поведение 

белков в растворах. Белки имеют способность связывать обширный круг 

органических и неорганических лигандов. Одной из основных функиций белков 

является транспорт физиологических метаболитов [5].  

  Трансляционная диффузия – это одно из фундаментальных явлений, 

описывающих подвижность молекул [6]. Важнейшая физико-химическая 

характеристика белковой молекулы, характеризующая данные о размерах, форме 

и информацию о белковых межмолекулярных взаимодействиях, коэффициент 

самодиффузии (КСД) [7].  

 В данной работе был применен метод ядерного магнитного резонанса с 

импульсным градиентом магнитного поля (ЯМР ИГМП) для сравнения 

диффузионной подвижности глобулярного белка – сывороточного альбумина 

человеческого (САЧ) с диффузионной подвижностью альбумина в присутствии 

низкомолекулярных лигандов в широком диапазоне концентраций. Полученные 

концентрационные зависимости коэффициентов самодиффузии альбумина и 

альбумина в присутствии низкомолекулярных лигандов были проанализированы 

в рамках феноменологического подхода. Так же, для оценки межмолекулярных 

взаимодействий, были проведены необходимые расчеты гидродинамических 

коэффициентов трения белок-белок и белок-растворитель и гидродинамических 

радиусов альбумина и альбумина в присутствии лигандов. 
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 Целью настоящей работы является оценка влияния низкомолекулярных 

лигандов на трансляционную диффузию сывороточного альбумина 

человеческого по данным ядерного магнитного резонанса с импульсным 

градиентом магнитного поля. 

 Были поставлены следующие задачи: 

1. Получить концентрационные зависимости коэффициентов самодиффузии 

альбумина и альбумина в присутствии низкомолекулярных лигандов 

методом ядерного магнитного резонанса с импульсным градиентом 

магнитного поля (ЯМР ИГМП).  

2. Проанализировать полученные зависимости в рамках феноменологического 

подхода, основанного на фрикционном формализме неравновесной 

термодинамики (подход Винка). 

3. Оценить влияние низкомолекулярных лигандов на межмолекулярные 

взаимодействия белок-белок и белок-растворитель в изучаемых системах. 

Работа выполнена в лаборатории биофизической химии наносистем Казанского 

института биохимии и биофизики КазНЦ РАН. 
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1. Литературный обзор 

 

1.1. Глобулярные белки 

 

Белки – это высокомолекулярные соединения, состоящие из большого 

числа аминокислот. Большая часть всех органических веществ, которые 

содержатся в живой клетке, складываются из белков [8]. Молекулы белка 

состоят из одной или нескольких полипептидных цепей, организованных в 

характерную трехмерную структуру. Белки имеют определенный химический 

состав. Их молекулярные массы охватывают интервал от 6000 до более 

миллиона дальтон (ДА) [9]. Белки, по структуре, могут быть упорядоченные, 

которые имеют жесткую структуру, и неупорядоченные. Неупорядоченные 

белки включают в себя хаотичное расположение белковой цепи и, в свою 

очередь, могут находиться в нескольких различных конформационных 

состояниях в зависимости от присутствия определенных ионов, значениях pH и 

взаимодействия с белками-партнерами [10].  

Существует несколько уровней организации белков: первичная, вторичная, 

третичная и четвертичная структуры (рис.1). 

 

Рисунок 1 – Уровни структурной организации белков: первичная (аминокислотная 

последовательность), вторичная, третичная (глобула) и четвертичная структуры 
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Первичная структура – это последовательность аминокислотных остатков 

полипептидной цепи. Следующий уровень организации более высокий – это 

вторичная структура, т.е. пространственная, которая имеет α-спирали и β-

складчатые листы, повороты и петли [11]. Молекулы белка на различных 

участках имеют разную структуру и могут изменять её, в зависимости от 

внешних условий [12].  

Аминокислотные последовательности, участки которых организованы во 

вторичные структуры, могут быть упорядочены на уровне выше, при этом 

образуя глобулу, клубок или фибриллу [13]. Так возникает третичная структура – 

сложная трехмерная конфигурация. У некоторых третично упорядоченных 

белков полипептидные цепи могут образовывать молекулярный комплекс, 

образующий четвертичную структуру (рис.1) [14].  

Так же белки принято разделять на три основные группы: глобулярные, 

фибриллярные и мембранные белки (рис.2) [15]. 

  

 

 

Рисунок 2 – Структура: 1 – фибриллярного, 2 – глобулярного и 3 – мембранного белков 
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  Глобулярные белки названы исходя из их приблизительно сферической 

формы и являются наиболее распространенными белками в природе [16]. 

Практически все глобулярные белки содержат значительное количество             

α-спиралей и β-листов, свернутых в компактную структуру, которая 

стабилизируется как полярными, так и неполярными взаимодействиями [17].  

  Глобулярная трехмерная структура формируется спонтанно и сохраняется 

в результате взаимодействий между боковыми цепями аминокислот. Чаще всего 

боковые цепи гидрофобных аминокислот скрыты, плотно упакованы внутри 

белка, вне контакта с водой [18]. Боковые цепи гидрофильных аминокислот 

находятся на поверхности глобулярных белков, контактирующих с водой [19]. 

Следовательно, белки обычно хорошо растворяются в водных растворах. В 

зависимости от своей структуры, белки выполняют такие функции, как: катализ, 

связывание с различными органическими и неорганическими лигандами и 

регуляцию химических реакций, которые протекают в организме [20]. 

 Глобулярные белки имеют компактные складчатые структуры, которые 

обычно стабильны в водном растворе [21]. Эти белки стабильны, потому что, 

свободная энергия, высвобождаемая при свертывании белка в его нативную 

конформацию, относительно энергии, высвобождаемой при разворачивании, 

мала [22]. Это связано с тем, что сворачивание белка требует энтропийных         

затрат [23]. Поскольку первичная последовательность полипептидной цепи 

может образовывать многочисленные конформации, нативная глобулярная 

структура незначительно ограничивает ее, а гидрофобные взаимодействия 

стабилизируют структуру [24]. Разность свободной энергии между развернутым 

и свернутым состояниями белка зависит от изменений энтальпии и энтропии, об 

этом говорит второй закон термодинамики [25]. 

 

1.1.1. Транспортные свойства белков 

 

 Транспортный белок, так же его еще называют трансмембранным 

насосом, сопроводительным белком, катионным или анионным транспортным 
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белком, транспортером – это белок, который выполняет функцию перемещения 

других веществ в организме [26]. Транспортные белки жизненно важны для 

роста и жизни всех живых существ [27]. Белки - транспортеры связывают, 

активно и избирательно переносят определенные молекулы, аминокислоты и 

различные ионы внутрь и наружу клетки [28]. 

 Ионные каналы участвуют в движении ионов, малых молекул или 

макромолекул, таких как другой белок, через биологическую мембрану [29]. 

Белки могут способствовать перемещению веществ путем облегченной 

диффузии, т.е. пассивного переноса, или активного переноса. Эти механизмы 

движения известны как транспорт, опосредованный перевозчиком [30].  

 

1.1.2. Сывороточный альбумин человеческий 

 

Сывороточный альбумин человека – это глобулярный белок плазмы крови, 

который имеет жесткую структуру [31]. Это самый распространенный белок в 

плазме крови человека, он составляет около половины сывороточного белка – 

концентрированной смеси глобулярных белков. Вырабатывается в печени [32]. 

Альбумин растворим в воде и является мономерным [33]. Данный белок также 

может включать в себя альбумины яичного белка (авидин, кональбумин, 

овальбумин), С-реактивный белок, лактальбумин (альфа-лактальбумин), 

парвальбумин, рицин и бычий сывороточный альбумин [34]. Альбумин 

переносит гормоны, жирные кислоты ионы металлов и другие соединения, 

буферизует pH и поддерживает онкотическое давление [35]. В сыворотке 

диапазон концентраций альбумина составляет примерно 35–50 г/л [36].  

Общая площадь поверхности молекулы альбумина очень велика, поэтому 

данный белок больше всего подходит для выполнения функции переносчиков 

многих веществ, которые транспортируются кровью и плохо растворяются в 

воде [37]. Исходя из этого сывороточный альбумин так же называют "молекула-

такси" [38]. 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Organism
https://en.wikipedia.org/wiki/Molecules
https://en.wikipedia.org/wiki/Macromolecules
https://en.wikipedia.org/wiki/Biological_membrane
https://en.wikipedia.org/wiki/Facilitated_diffusion
https://en.wikipedia.org/wiki/Facilitated_diffusion
https://en.wikipedia.org/wiki/Active_transport
https://en.wikipedia.org/wiki/Carrier-mediated_transport
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1.1.3. Физические и биологические свойства САЧ 

 

 Альбумины помимо воды, так же растворимы в кислотах, солевых 

растворах, щелочах; при гидролизе молекулы данного белка распадаются на 

различные аминокислотные остатки [39]. Их относительная молекулярная масса 

составляет примерно 65000 дальтон [40].  

 Различные методы выделения и очистки белков основаны на физических 

свойствах белков, таких как ионизация, гидратация и растворимость [41]. Белки 

содержат способные к ионизации аминокислотные остатки, такие как аргинин, 

лизин и глутаминовая кислота, следовательно, они являются полиэлектролитами. 

При определенном pH количество отрицательно и положительно заряженных 

частиц становится одинаковым, такое состояние называется изоэлектрическим – 

полный заряд молекулы равен нулю [42]. Значение pH, при котором белок 

находится в изоэлектрическом состоянии, называется изоэлектрической точкой 

(pI) [43]. У альбумина изоэлектрическая точка составляет pI = 4.9 [44].  

 Полярные группы белка способны гидратироваться, т.е. 

взаимодействовать с водой. На поверхности молекулы альбумина гидрофильных 

групп значительно больше, чем внутри, существует такое понятие, как 

«гидратная оболочка» - это слой воды, которым окружена молекула белка [45]. 

Также растворимость белка в воде зависит от формы и размеров молекулы, от 

величины суммарного заряда белка и от количества гидрофильных групп. 

Растворимость белков в изоэлектрическом состоянии обычно бывает снижена, 

это обусловлено тем, что молекулы белка в таком состоянии электронейтральны 

и между ними отсутствуют силы взаимного отталкивания, в этом случае они 

могут «слипаться» за счет ван-дер-ваальсовых сил, ионных и водородных связей 

и гидрофобных взаимодействий [46].  

 Также, растворимость может зависеть от присутствия каких-либо 

растворенных веществ. Определенные белки растворяются в присутствии малых 

концентраций нейтральных солей, но не могут растворяться в дистиллированной 

воде. Это объясняется тем, что ионы солей, взаимодействуя с противоположно 
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заряженными группами молекул белков, разрушают солевые мостики между 

молекулами белков. Повышение концентрации солей (увеличение ионной силы 

раствора) оказывает обратное действие [47]. 

 При денатурации происходит снижение растворимости белков. Поэтому 

денатурацию часто используют я для удаления белков из растворов [48]. 

  Основными биологическими функциями альбумина являются транспорт 

молекул и резерв аминокислот [49]. Проявляют высокую связывающую 

способность по отношению к различным низкомолекулярным соединениям [50].  

 

1.1.4. Комплексообразование системы ионы металлов – альбумин 

 

 В основе функционирования многих белков лежит образование 

комплексов между различными веществами – лигандом – и центрами 

связывания, лежащими на молекуле белка [51]. Лигандами могут выступать 

низкомолекулярные вещества и макромолекулы [52]. Взаимодействие белка с 

лигандом высокоспецифично и обратимо, что определяется строением центра 

связывания белка. Активный центр белков - участок, находящийся в углублении 

молекулы белка, сформирован радикалами аминокислотных остатков 

полипептидной цепи, которые собраны на определенном пространственном 

участке при формировании третичной структуры, и способный связываться с 

лигандами [53]. Даже небольшие нарушения общей конформации альбумина в 

ходе направленных изменений его первичной структуры или же определенных 

условий окружающей среды приводят к изменению функциональных и 

химических свойств радикалов, которые в свою очередь формируют активный 

центр, и затем к нарушению функции лиганда [54]. Центр связывания белка с 

лигандом располагается между – радикалами аминокислот. Определенные 

радикалы белка могут перемещаться относительно друг друга при 

взаимодействии с лигандом, это облегчает дальнейшее функционирование    

белка [55]. Основное свойство белков, лежащее в основе их функционирования – 

это избирательность присоединения специфических лигандов к определённым 
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участкам молекулы белка [56]. Активный центр белков разрушается, это 

происходит за счет денатурации, что приводит к утрате биологической 

активности. Очень часто формирование активного центра происходит таким 

образом, что к функциональным группам его радикалов доступ воды ограничен, 

т.е. создаются условия для связывания лиганда с радикалами аминокислот [57].  

Отдельные специфичные центры связывания соответствуют различным 

структурным классам связываемых веществ на молекуле альбумина [58]. 

Многим лигандам альбумина известна направленность их транспорта в 

организме от одних органов и тканей к другим. К примеру, ионы тяжелых 

металлов, необходимы быть доставлены в соответствующие органы       

выделения [59]. В ряде случаев, лиганд выборочно высвобождается в капиллярах 

определенных тканей, но при всем этом "разгрузка" должна быть быстрой и 

полной [60]. Простейшая избирательность "адреса доставки" может быть 

достигнута снижением равновесной концентрации свободного лиганда в тканях-

адресатах, за счет быстрого всасывания и регуляции связывания лигандов с 

альбумином структурами самой ткани [61].  

Механизм изменения в организме определенных физико-химических 

характеристик, таких как рН, ионная сила, ионный состав и температура, то есть 

направленное отклонение от среднего отдельных компонентов гомеостаза крови 

и межклеточной жидкости, способствует регуляции скорости, прочности и 

емкости связывания отдельных классов транспортируемых альбумином   

лигандов [62]. Механизм регуляции имеется в свойствах самого белка-

транспортера [63]. У сывороточных альбуминов имеются изменения 

структурных и физико-химических свойств в области средних физиологических 

значений рН и температуры (структурная перестройка происходит при 30° - 

40°С) [64]. Известно и влияние этих переходов на связывание некоторых классов 

лигандов. Эти переходы могут служить предпосылкой для механизма регуляции 

транспорта [65]. 

Однако даже в нормальном физиологическом состоянии значения 

температуры и pH могут подвергаться значительным отклонениям от средних 
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значений в межклеточном пространстве отдельных тканей. Причинами 

отклонений могут служить, например, процессы ионного обмена на поверхности 

клеток [66]. Высокой эффективности ионообменных процессов способствует 

значительное отношение поверхности к объему в межклеточных щелях, по 

сравнению с крупными сосудами [67]. 

Альбумин играет важную роль в распределении метаболитов, гормонов, 

лекарств и основных ионов переходных металлов в организме человека. Это 

достигается наличием в его молекуле нескольких специфических сайтов 

связывания [68]. Эти участки также используются токсичными ионами 

металлов, попадающими в кровь человека. 

 В человеческом организме различные металлы играют весьма важную 

роль [69]. Основными из них являются натрий, калий, кальций, магний, которые 

содержатся в человеческом теле в количестве от десятых долей до нескольких 

процентов [70]. Металлы, такие как кобальт, молибден, цинк присутствуют в 

организме в гораздо меньших концентрациях и существуют в связанном 

состоянии с ферментами. Совокупное содержание данных металлов составляет 

менее процента [71].  

 Взаимодействие иона с поверхностью белка происходит с участием их 

гидратных оболочек [72]. Эффективное уменьшение поверхностного заряда 

белка происходит в результате прочного связывания с ионами металлов 

большего радиуса. Это приводит к тому, что основным видом взаимодействия 

между белковыми молекулами станет диполь-дипольное притяжение [73].   

  Человеческий сывороточный альбумин является важным 

физиологическим транспортером основного иона металла Cu2+. Основная роль 

меди заключается в катализе метаболических окислений и переносе электронов 

(например, в цитохромоксидазе, ключевом элементе дыхательной цепи) [74]. 

Альбумин контролирует распределение меди между внутренними органами. В 

крови человека содержится около 15% меди, связанной с альбумином               

как Cu(II) [75].  
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Ион металла, взаимодействуя с белковой поверхностью, прочно 

связывается с отрицательно заряженной группой на белке и может образовывать 

комплекс на макромолекуле белка с общей гидратной оболочкой [76]. В этом 

случае металлические ионы полностью компенсируют локальный 

поверхностный заряд на молекуле белка [77]. В небольших концентрациях 

повышают растворимость белков [78]. При уменьшении значения кислотности 

раствора, заряд молекулы альбумина в присутствии ионов металлов растет, чем 

вызывает разворачивание белковой молекулы за счет электростатического 

отталкивания различных участков полипептидной цепи друг от друга, в 

результате чего увеличивается гидродинамический радиус [79]. 
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1.2. Диффузия белков в растворе 

Диффузия белковых молекул в водных растворах представляет большой 

интерес для изучения, обусловленный необходимостью понимания механизмов 

функционирования и состояния разных белковых молекул во внутренней среде 

организма, таких как лимфа, тканевая жидкость и кровь [80]. В данный момент 

имеется огромный экспериментальный материал по самодиффузии глобулярных 

белковых молекул в зависимости от кислотности, концентрации ионов и белка, а 

также других характеристик водных растворов [81].  

По литературным данным мы можем найти информацию о самодиффузии 

различных белковых молекул по размеру и структуре в зависимости от 

конформации, а также от агрегации белков [82]. 

В растворах поведение белков различается по сравнению с 

низкомолекулярными веществами. Белковая молекула в различных растворах, 

находится в определенном конформационном состоянии, когда могут 

происходить изменения формы и размера белка, следовательно, и коэффициента 

диффузиии [83].  

Процессы агрегации имеют особое значение для белковых систем, 

поскольку они происходят при патологических состояниях и при нормальном 

функционировании. Изменение коэффициента самодиффузии может быть 

информативным для изучения агрегации, которая связана с изменением размеров 

молекул в растворе [84]. Наиболее информативный метод для изучения 

самодиффузии белков в растворах является метод ядерного магнитного 

резонанса с импульсным градиентом магнитного поля (ЯМР ИГМП). Для 

эффективного использования ЯМР, также при исследовании конкретных систем 

обязательным является учитывать особенности данного метода, которые 

позволяют наблюдать сигнал от белковой молекулы и динамику белка [85].  
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1.2.1. Ядерный магнитный резонанс с импульсным градиентом магнитного 

поля. 

 

 Трансляционная диффузия является наиболее фундаментальной формой 

транспорта в химических и биохимических системах [86]. ЯМР ИГМП 

представляет собой удобный и неинвазивный способ измерения поступательного 

движения [87]. В этом методе ослабление эхо-сигнала от последовательности 

импульсов спин-эхо Хана, содержащей импульс градиента магнитного поля в 

каждом периоде между двумя импульсами τ используется для измерения 

смещения наблюдаемых спинов [88]. 

 Применение метода ЯМР с импульсным градиентом магнитного поля для 

измерения коэффициента самодиффузии молекул (КСД) основано на потере 

фазовой когерентности ядерных спинов за счет трансляционных перемещений 

молекул в таком поле. Метод ЯМР  был разработан Стейскалом и Таннером [89].  

Из уравнения : 

 

               ))*(*(*),( 0 rgnrneff  
       

 (1) 

  где g определяется градусом градиентной компоненты поля, параллельной  

B0, обеспечивая основу для измерения диффузии [90]. Наиболее 

распространенный подход заключается в использовании простой модификации 

последовательности спин-эхо-импульсов Хана, в которой равные 

прямоугольные градиентные импульсы длительностью δ вставляются в каждый 

период τ, последовательность «Стейскала и Таннера» или «последовательность 

PFG». (Рис.3) [91]. Применение градиента магнитного поля в импульсах 

позволяет обойти ряд экспериментальных ограничений: (а) Поскольку во время 

получения данных градиент отключен, ширина линии не увеличивается из-за 

градиента, и, таким образом, метод подходит для измерения нескольких 

коэффициентов диффузии одновременно. (б) Для градиентно-расширенного 

спектра РЧ-мощность не должна увеличиваться. (в) Время, в течение которого 

измеряется диффузия, четко определено, поскольку градиент применяется 

импульсами; это особенно важно для исследований ограниченной         
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диффузии [92]. Поскольку градиент применяется импульсами, можно отделить 

эффекты диффузии от спин-спиновой релаксации [93]. Как правило, 

применяемые градиентные импульсы намного сильнее любых фоновых 

градиентов, которые могут присутствовать, в результате градиенты фона 

(например, из-за различий в восприимчивости в образце, неоднородностей в 

основном магнитном поле и т. д.) не будут учитываться в анализе, приведенном 

ниже. Механизм работы метода ЯМР схематически показан на рис.3. Допустим, 

что есть ансамбль диффундирующих спинов в равновесии (т.е. суммарная 

намагниченность ориентирована вдоль оси z). Применяется РЧ-импульс π/2, 

который поворачивает макроскопическую намагниченность с оси z в плоскость 

x-y (т.е. перпендикулярно статическому полю). В течение первого периода τ в 

момент времени t1 применяется градиентный импульс длительностью δ и 

величиной g, так что в конце первого периода τ спин i испытывает фазовый 

сдвиг: 

 

         






1
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t

t
ii dttzGB
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 где первый член представляет собой фазовый сдвиг из-за основного поля, а 

второй из-за градиента. 

 Уравнение 2 берет в рассмотрение градиент постоянной амплитуды, поэтому 

величину градиентного импульса g целесообразно было убрать из уравнения. 

  По сравнению с уравнением 3:  

 

            
0

0 )'(*)'(**)(
t

dttztgtBt 
      

(3) 

В конце первого периода τ подается РЧ-импульс π, который имеет эффект 

реверсирования знака прецессии, т.е. знака фазового угла или, аналогично знак 

применяемых градиентов и статического поля. В момент времени t1+Δ 

применяется второй градиентный импульс такой же величины и длительности   

(π - импульс имеет эффект изменения знака первого градиентного импульса, это 
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приводит к идее «эффективного» градиента поля). Если спины не претерпели 

какого-либо поступательного движения относительно оси z, эффекты двух 

приложенных градиентных импульсов компенсируются и все спины 

рефокусируются [94]. 

 

 

 

Рисунок 3 – Ядерный магний резонанс с импульсным градиентом магнитного поля (ЯМР с 

ИГМП). 
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При сдвигах вращения степень рефазировки из-за примененного градиента 

пропорциональна смещению в направлении градиента (т.е. в направлении z) в 

периоде Δ (т. е. длительность между передними фронтами градиентных 

импульсов). Таким образом, в конце последовательности эхо-сигналов полный 

фазовый сдвиг спина i относительно положения z = 0 определяется выражением: 
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(4) 

Проводя серию экспериментов при варьировании одного из двух 

параметров δ или g при постоянных временных характеристиках эксперимента,  

в координатах lg [A/A0] от γ2g2δ2td получают, так называемые, кривые 

диффузионных затуханий - сигнала стимулированного спинового эха           

(рис.4) [95]. В простейшем случае в многофазных системах, характеризующихся 

различными КСД Di и временами релаксации Т1i и Т2i , диффузионное затухание 

стимулированного эхо описывается выражением вида:  
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 где pi  вес компоненты, характеризующейся КСД Di и временами релаксации 

Т1i и Т2i.  

 

 

Рисунок 4 – Диффузионный спад интенсивности затухания САЧ. 
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1.3. Физические модели для описания самодиффузии 

В теории, для описания самодиффузии, выделяют несколько моделей. 

Первые модели имеют феноменологический характер, которые 

основываются на эффекте пространственных помех, теории свободного объема и 

гидродинамике. Они точно описывают экспериментальные данные. 

Феноменологические модели включают в себя один тип взаимодействия частиц. 

И главный принцип таких моделей – это согласованность полученных 

экспериментальных данных с физическими принципами [96].  

Следующий тип модели, это полуфеноменологический. Данный подход, 

основан на формализме Стокса-Энштейна, связывает коэффициент трения f и 

КСД диффундирующей частицы Ds.  

Коэффициент трения это функция формы частицы, ее размера и вязкости 

раствора η [97]. Зависимость вязкости раствора от молярной концентрации С 

выражается зависимостью, которая имеет феноменологический характер: 

 

                               
)][][1( 22CkC Hs  

       (6) 

 где kH – коэффициент Хаггинса, [η] – внутренняя вязкость белка, ηs – 

вязкость растворителя. 

 

1.3.1. Гидродинамическая модель Токуямы и Оппенгейма 

Эта гидродинамическая модель для твердых сфер основана на решении 

уравнений Навье-Стокса [98]. Случай твердых сфер подходит для описания 

глобулярных белков [99]: 
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где φ0 = 0,572 – концентрация плотной упаковки сфер. 
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Данная модель не учитывает межмолекулярные взаимодействия. Масштаб 

её применения ограничен геометрической формой молекул. Но, эта модель даёт 

точное описание полученных экспериментальных данных коэффициента 

самодиффузии. 

  

1.3.2. Фрикционный формализм неравновесной термодинамики 

Данный подход, в более точной и абсолютной форме был сформулирован 

Винком, базирующийся на фрикционном формализме неравновесной 

термодинамики [100]. Основу феноменологического подхода составляют 

базовые принципы неравновесной термодинамики для кинетических 

коэффициентов, связанных с соотношениями Онзагера [101,102]. Данный подход 

Винка пользуется коэффициентами гидродинамического трения между 

растворителем и растворенным веществом, а также между молекулами 

растворенного вещества, и в тоже время рассматривает и связывает 

коэффициенты самодиффузии  с коэффициентами трения белок-белок [103].  

  Этим образом, такой подход содержит так называемые 

феноменологические параметры, которые, в свою очередь могут быть объяснены 

другими, более сложными и углубленными теориями [104]. Мы рассматриваем 

данную теорию в применении к глобулярным  белкам. 

Подход Винка для КСД частицы белка дает: 
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 где D0
s
 – коэффициент самодиффузии частицы при бесконечном разбавлении,  

f12 – молярный коэффициент трения между растворителем и растворенным 
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веществом, f22 – молярный коэффициент трения между молекулами 

растворенного вещества, с1 – молярная концентрация растворителя, с2 – 

молярная концентрация растворенного вещества. 

Сумма объемных фракций растворенного вещества и растворителя равна 1, 

мы получаем: 

                                     c1υ1+c2υ2=1          (10) 

 где υ1 – парциальный объем молекулы растворителя, υ2 – парциальный объем 

растворенного вещества. 

Теперь, если обозначить: 

 

                             ρ = f22υ1/f12υ2  и  φ=cυ2        (11)                                                   

в таком случае уравнение (7) примет вид: 
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 где ρ – безразмерный параметр аппроксимации – который определяет связь 

коэффициента самодиффузии с гидродинамическими коэффициентами трения, 

φ – объемная доля концентрации вещества. 

  Выражение (12) содержит безразмерные параметры и используется для 

описания концентрационных зависимостей коэффициента самодиффузии 

белковых молекул в растворе. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

22 

2. Материалы и методы 

 

2.1. Объект исследования 

В качестве материала для исследования был выбран глобулярный белок: 

сывороточный альбумин человеческий (САЧ) с молекулярной массой М = 65 кДа 

(рис. 5). Для измерения концентрационных зависимостей коэффициента 

самодиффузии (КСД) альбумина, образцы были приготовлены в водном растворе 

(H2O + D2O / 90% + 10%), pH = 6.9. Концентрации белковых растворов 

определяли с помощью метода ультрафиолетовой спектрофотометрии. Растворы 

с альбумином готовили различных концентраций, перед смешиванием растворов 

альбумина и солей металлов, белок прошел очистку методом 

ультрацентрифугирования, при этом использовали колонки марки Zeba Spin 

Desalting Columns and Plates, 40K MWCO. Для экспериментов брали соли 

металлов высокой чистоты: CuCl2, MgCl2. В пропорции альбумин – хлорид 

металла (1:10). Для альбумина с ионами меди    pH = 5.4, с ионами магния pH = 

6.3. При разных концентрациях pH стабильно. Для сравнения результатов были 

приготовлены аналогичные образцы в Na – фосфатном буфере (25 ммоль) со 

значением pH = 7.4. Приготовление буфера проходило следующим образом, 

брали две соли Na2HPO4*12H2O (0.752 г.) и NaH2PO4*2H2O (0.078 г.) и 

растворяли в μq – воде. 

 

 

Рисунок 5 – Пространственная структура САЧ. 
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2.2. Определение концентрации методом УФ 

Концентрацию белка определяли с помощью ультрафиолетовой 

спектрофотометрии на длине волны 280 нм, распределение длин волн которого, 

находится в диапазоне от ультрафиолетового (УФ) до видимого света. Получаем 

УФ – спектры (рис.6). По ним определяем интенсивность и базовую линию. 

Затем по формуле рассчитываем концентрацию нашего образца: 

 

                                   МIС *)/( 
          (13) 

где I – интенсивность, ε - коэффициент экстинкции = 36600 моль-1 см-1, 

М - молярная масса  = 65000 г/моль. 

 

 

 

Рисунок 6 –.УФ-спектр. Максимум интенсивности поглощения света САЧ 

 

 

 

 

 



 

24  

2.3. ЯМР – эксперименты 

Эксперименты проводились на ЯМР спектрометре Bruker AVANCE III (600 

МГц), датчик которого имеет градиентную катушку, которая создает 

максимальный градиент магнитного поля 55 Гс/см (рис.7). Для измерения КСД 

(коэффициент самодиффузии) белка мы использовали импульсную 

последовательность «спин-эхо» с биполярными градиентами. Так же 

использовали экспериментальные параметры такие как, время между повторами 

2-5 с, длительность 90о импульса  10-13 мкс, ширина спектра 13 ppm. Амплитуда 

градиента поля изменялась от 2% до 95% от его максимального значения с 

шагом 8-32 при постоянном времени диффузии (Δ = 0,05 с) и длительности 

градиента (δ = 3000 – 8000 мс). Измеряли КСД на ядрах протонов 1Н. 

Обрабатывали данные с помощью программного обеспечения                       

Bruker Topspin 3.5. 

 

 
Рисунок 7 – ЯМР спектрометр Bruker AVANCE. 
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3. Результаты и обсуждения 

 В широком диапазоне концентраций белка в водном растворе 

наблюдались моноэкспоненциальные диффузионные спады (рис. 8). Амплитуда 

спинового эха A(g), для диффузионного спада, с увеличением градиента 

магнитного поля g описывалась уравнением:  

 

                               )
3

(exp(
)0(

)( 222 
  gD

A

gA
s

        
 (14) 

 где Δ – время диффузии, А(0) – амплитуда спинового эха, δ – длительность 

градиентного поля, γ -  гиромагнитное отношение для протонов. 
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Рисунок 8 – Диффузионные спады: А- альбумин, Б - альбумин в присутствии ионов меди,       

В - альбумин в присутствии ионов магния при разных концентрациях 8.3 мг/мл (красная),         

22.1 мг/мл (синяя) и 65 мг/мл (желтая). 
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Моноэкпоненциальные диффузионные спады наблюдаются во всем 

изучаемом концентрационном диапазоне альбумина, что свидетельствует об 

одном типе диффундирующих частиц.  

Здесь КСД определяется по наклону затухания интенсивности сигнала, 

соответствующие уравнению (14).  

Были получены гидродинамические радиусы альбумина и альбумина в 

присутствии ионов меди и альбумина в присутствии ионов магния (таблица 1), 

радиусы были рассчитаны по уравнению Стокса-Энштейна:  

 

                                              R

КТ
D

6


          
(15) 

где Т – абсолютная температура, η – вязкость среды, K – постоянная Больцмана, 

R – радиус диффундирующей молекулы, D – коэффициент диффузии. 

 Это уравнение (15) применяется для описания самодиффузии молекулы, 

которая представляет собой жесткую, несжимаемую частицу.  

 

Таблица 1 – Гидродинамические радиусы альбумина и альбумина в присутствии ионов меди и 

ионов магния в воде и буферном растворе 

Образец Ds 10-11, м2/с R,нм(в воде) Ds 10-11, м2/с R,нм(в 

буферном 

растворе) 

САЧ 9.7 3.3 9.5 3.5 

САЧ с медью 8.7 3.1 8.7 3.2 

САЧ с 

магнием 

8 3.0 8.6 3.1 

 

Из таблицы 1, мы видим незначительное уменьшения среднего размера 

белка в пределах погрешности, это говорит нам о том, что размер 

диффундирующей частицы не меняется при добавлении низкомолекулярных 

лигандов. 
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 Полученные коэффициенты самодиффузии альбумина и альбумина в 

присутствии ионов металлов представлены на рисунках 9 – без нормировки и   

10 – нормированная. 

  

  

Рисунок 9 – Концентрационная зависимость КСД альбумина (квадраты) и альбумина в 

присутствии ионов меди (круги) и ионов магния (треугольники) (без нормировки).  

 

 

Рисунок 10 – Обобщенная концентрационная зависимость КСД альбумина (квадраты)  и 

альбумина в присутствии ионов меди (круги) и ионов магния (треугольники) (нормированная).  
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  Значения коэффициентов самодиффузии при бесконечном разбавлении 

D0 = 9.658 × 10-11 м2/с (альбумин), D0 = 8.979 × 10-11 м2/с (альбумин с ионами 

меди), D0 = 8.676 ×10-11 м2/с (альбумин с ионами магния) были получены с 

помощью экстраполяции экспериментальных данных на нулевую концентрацию 

белка. 

   

3.1.  Аппроксимация концентрационных зависимостей моделью жестких сфер 

 Для теоретического описания полученных результатов мы использовали 

гидродинамическую модель твердых сфер Токуямы и Оппенгейма [105]. Чтобы 

выполнить описание экспериментальных данных моделью жестких сфер, мы 

выполнили нормировку для построения кривой [106]. Нам надо определить 

границу между концентрированными и разбавленными растворами - некоторую 

критическую концентрацию ̂ , у альбумина она составляет 0.05, с помощью 

которой, мы нормализуем объемную фракцию белка, для того, чтобы учесть 

индивидуальные свойства белка (рис.11). Критическая концентрация 

определяется по пересечению двух прямых на концентрационной зависимости 

Ds. Одна из прямых основана на экстраполяции данных в области высоких 

концентраций с сильными белок-белковыми взаимодействиями, вторая - в 

области разбавленных растворов, где имеются незначительные взаимодействия 

между белковыми молекулами [107]. Затем был определен феноменологический 

параметр ( )ˆ/ˆ( 0   , он показывает насколько поведение жесткой сферы 

отличается от поведения белковой молекулы. Для альбумина был получен 

параметр = 1.1.  
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Рисунок 11 – Определение критической концентрации на примере концентрационной 

зависимости КСД альбумина. 

 

  Данный подход для анализа концентрационной зависимости КСД 

альбумина, имеет некоторые неточности в определении прямых. В области 

высокой концентрации неточности связаны с растворимостью альбумина, а в 

области разбавленных растворов точность определения прямой ограничивается 

чувствительностью метода ядерного магнитного резонанса.  

  На рисунке 12, мы можем наблюдать, что полученные нами 

экспериментальные данные для альбумина не согласуются с поведением жестких 

сфер. Отметим, что граница перехода между концентрированными и 

разбавленными растворами у альбумина меньше, чем у модели жестких сфер, но 

при этом, подход жестких сфер по форме кривой, описывающей теоретические 

данные, приблизительно имеет сходства с формой кривой, описывающей 

экспериментальные данные, полученные для альбумина.  

  Исходя из выше сказанного, мы можем сделать вывод о том, что 

диффузионные свойства молекулы альбумина частично схожи с поведением 

жестких сфер. Параметр ̂  зависит от белковых свойств в растворах, на 
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основании полученных данных для альбумина значение критической 

концентрации составило 0.05. 

 

  

Рисунок 12 – Сравнение обобщенной концентрационной зависимости КСД альбумина с 

моделью КСД жесткой сферы (сплошная линия). 

 

  Теоретическая кривая в малой степени описывает полученные 

экспериментальные данные для альбумина. На основе этого, мы можем сделать 

вывод, что диффузионные свойства альбумина не совсем близки к поведению 

жестких сфер. Так же, можем сделать заключение о том, что критическая 

концентрация, определяющая переход в концентрированные системы от 

разбавленных растворов, зависит от определенных свойств молекулы альбумина 

в растворе.  
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3.2. Анализ концентрационных  зависимостей с  помощью 

феноменологического подхода Винка. 

Данные по самодиффузии мы проанализировали с помощью 

феноменологического подхода Винка, который основан на фрикционном 

формализме неравновесной термодинамики (формула 12) [108].  

Проводим описание экспериментальных данных, полученных для образцов 

альбумина и альбумина в присутствии ионов магния и ионов меди (рис 13).  

 

 

Рисунок 13 – Обобщенная концентрационная зависимость КСД альбумина, альбумина с 

ионами меди и альбумина с ионами магния (нормированная и аппроксимированная методом 

Винка). 

 

На рисунке 13 видно, что подход Винка дает хорошее и точное описание 

экспериментальных данных, полученных для чистого альбумина и альбумина в 

присутствии ионов металлов в широком диапазоне концентраций в соответствии 

с формулой (14). Результат данной аппроксимации заключается в величине 

безразмерного параметра ρ, который характеризует относительный вклад 
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коэффициентов трения для среды белок – белок (f12) и среды белок – 

растворитель (f22) в коэффициент самодиффузии альбумина. Значения 

безразмерного параметра составило для альбумина 13.7, альбумина в 

присутствии ионов меди 25, альбумина в присутствии ионов магния 16.5. Чтобы 

оценить вклад коэффициентов трения в КСД альбумина мы сделаем 

необходимые расчеты.   

Для начала определим коэффициент трения между растворителем и 

растворенным веществом [109]: 

 

                                                SN

М
f

A

)1( 2
12




         
 (16) 

где NA -  постоянная Авогадро, М – молекулярная масса альбумина, S – 

коэффициент седиментации, λ – плотность растворителя. 

Затем, через параметр аппроксимации ρ, который определяет связь с 

коэффициентами трения, мы определили коэффициент трения между 

молекулами растворенного вещества, по формуле (17): 

 

                                 212122 / vfvf           (17)                                                                

Все необходимые данные для уравнения (16) мы взяли из            

литературы [113]. В таблице 2 показаны значения f22, рассчитанные для образцов 

при малой концентрации альбумина (С = 2.29 мг/мл), альбумина в присутствии 

ионов меди (С = 2.2 мг/мл) и ионов магния (С = 2.3 мг/мл). 

 

 

 

 

 



 

34  

Таблица 2 – Параметр ρ, гидродинамический радиус, гидродинамический коэффициент трения 

белок-белок f22, гидродинамический коэффициент трения белок-растворитель f12 для малых 

концентраций. 

Образец ρ f12, 10-10 кг/c f22, 10-6 кг/c R, нм 

Альбумин 13.7 4.4 12.3 3.33 

Альбумин с 

CuCl2 

25 5.1 26.1 3.14 

Альбумин с 

MgCl2 

16.5 4.6 15.5 3.08 

 

R = 3.3 – 4.3 nm – теоретическое значение гидродинамического радиуса 

альбумина человеческого [110]. 

 

Таблица 3 – Рассчитанные значения коэффициентов трения (f12, f22) белок-растворитель и 

белок-белок  альбумина, альбумина в присутствии  ионов меди и ионов магния. 

Образец C, мг/мл f12, 10-10, кг/с f22, 10-6, кг/с 

САЧ 3.17 4.4 12.3 

8.31 4.4 12.3 

16.82 4.49 12.6 

САЧ_Cu2+ 3.4 5.1 26.1 

7.58 5.4 27.6 

16.25 5.5 28.1 

САЧ_Mg2+ 3.85 4.6 15.5 

8.58 4.8 16.2 

15.5 5.17 17.4 
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Рисунок 14 – Зависимость коэффициентов трения: А - белок-растворитель (f12), Б - белок-белок 

(f22)  альбумина, альбумина в присутствии ионов меди и альбумина в присутствии ионов 

магния от концентраций (таблица 3) 
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Анализируя, полученные данные, мы можем отметить, что большее 

значение ρ показывает, что для растворов коэффициент трения между 

молекулами растворенного вещества f22 больше, чем коэффициент трения между 

молекулами растворителя f12 (рис.14). Это обусловлено  размером, формой и 

внутренней структурой белка. Белковые молекулы - это огромные объекты по 

сравнению с молекулами растворителя. Поверхность белка не является гладкой и 

имеет тенденцию взаимодействовать друг с другом, обеспечивая более высокий 

коэффициент трения белок-белок по сравнению с коэффициентом трения белок-

растворитель. 

 Оценка белок-белковых коэффициентов трения для изучаемых систем 

показала, что коэффициент трения белок-белок в присутствии ионов металлов 

увеличивается, по нашим предположениям, это связано с тем, что при 

добавлении ионов металлов в раствор альбумина, возникает процесс образования 

короткоживущих димеров между молекулами альбумина. Процесс димеризации 

характеризуется более высоким трением в среде белок-белок [111-113].  

Постоянство гидродинамического радиуса альбумина в присутствии 

низкомолекулярных лигандов, и также в отсутствии лигандов связано с тем, что 

при усреднении по времени наблюдения альбумин характеризуется, как 

мономер, но литературные данные и полученные коэффициенты трения, говорят 

о присутствии процесса димеризации. 
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3.3. Сравнение экспериментов альбумина с ионами металлов в воде/буферном 

растворе 

Для определения влияния буферного растворителя на коэффициент 

диффузии альбумина и альбумина в присутствии ионов металлов, мы провели 

ЯМР – исследования альбумина в Na-фосфатном буфере и для сравнения в воде. 

На рисунке 15 приведены, обобщенные концентрационные зависимости 

альбумина и альбумина в присутствии ионов металлов в воде и буферном 

растворе. 

 

 

  

Рисунок 15 – Обобщенная концентрационная зависимость КСД альбумина, альбумина с 

ионами металлов А - в воде (pH = 6.9), Б – в фосфатном буфере (pH = 7.4).
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Анализируя концентрационные зависимости, мы видим, что в буферном 

растворе зависимости альбумина в присутствии ионов металлов имеют более 

резкие наклоны кривых. Это объясняется тем, что  низкомолекулярные лиганды 

оказывают влияние на трансляционную диффузию альбумина, уменьшая его 

подвижность при значительных концентрациях,  в отличии от водного раствора.  

 

 

Рисунок 16 – Зависимость коэффициентов трения (f22)  альбумина, альбумина в присутствии 

ионов меди и альбумина в присутствии ионов магния от концентраций А - в воде, Б – в 

буферном растворе (таблица 4) 

Таблица 4 – Рассчитанные значения коэффициентов трения белок-растворитель и белок-белок 

альбумина и альбумина в присутствии ионов металлов. 

Образец C, мг/мл f12, 10-10, кг/с f22, 10-6, кг/с 

САЧ 1.59 5.3 13.3 

3.08 5.44 13.6 

5.9 5.5 13.8 

САЧ_Cu2+ 1.74 4.71 42.5 

2.61 4.91 44.3 

4.03 5.03 45.4 

САЧ_Mg2+ 1.79 4.74 34.4 

2.88 4.9 35.6 

3.6 5.04 36.6 
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Сравнивая зависимости белок-белковых коэффициентов трения в буферном и 

водном растворах (рис.16), мы видим, что в буферном растворе значение 

коэффициента трения белок-белок в присутствии ионов магния и ионов меди, 

значительно больше, чем в водном растворе. Димеризация в буферном растворе 

происходит интенсивнее, чем в воде. Это обусловлено тем, что буферный 

раствор оказывает большее влияние на процесс димеризации, чем вода.  Первое, 

раствор буфера воздействует на гидратную оболочку альбумина – слой воды, 

которым окружена молекула белка, что приводит к изменению поверхностного 

заряда молекулы белка альбумина. Во вторых, скорость димеризации зависит от 

ионной силы раствора, в буферном растворе ионная сила значительно выше, чем 

в водном, т.е. концентрация растворенных солей в буфере достаточно велика, что 

приводит к более сильному взаимодействию между присутствующими 

молекулами, чем в воде. Такое взаимодействие в буфере существенно изменяет 

термодинамические свойства раствора, эти свойства определяют взаимодействия 

между молекулами в растворе.  
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Выводы  

 

1. Концентрационные зависимости коэффициента самодиффузии 

альбумина были проанализированы в рамках феноменологического 

подхода Винка. Были получены фрикционные коэффициенты, 

характеризующие межмолекулярные взаимодействия белков. 

2. Низкомолекулярные лиганды оказывают влияние на трансляционную 

диффузию альбумина, уменьшая его подвижность при значительных 

концентрациях. В присутствии ионов металлов коэффициент трения белок-

белок увеличивается, мы предполагаем, что в присутствии ионов металлов 

возникает процесс образования короткоживущих димеров, 

характеризующийся более высоким коэффициентом трения белок-белок. 

3. Было показано, что буферные соли оказывают влияние на процесс 

димеризации, таким образом, что димеризация альбумина в 

буферном растворе происходит интенсивнее, чем в воде.  
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