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Предложена теория перехода спираль-к.лубок в растворах, содержащих денатури
рующий спираль агент. Показано, что ecJtи переход спираль-клубок индуцируется 

увеличением концентрации денатурирующего агента, то ширина конформационного 

перехода сужается по мере усиления активности агента. Напротив, если переход 

спираль-клубок индуцируется изменениеl't температуры, то введение денатурирую

щего агента приводит к снижению резкости перехода спираль-клубок тем более 
значительному, чем выше активность денатурирующего агента. Результаты расчетов 

находятся в соответствии с литературными экспериментальными данными. 

Введение 

Молекула ДНК представляет собой комплекс 

из двух закрученных относительно друг друга по

линуклеотидных цепочек, связанных между собой 

межмолекулярными силами. При повышении темпе

ратуры взаимодействия между полинуклеотидными 

цепочками ослабляются, двойная спираль деста

билизируется и цепочки расходятся. Это явление 

называется плавлением, денатурацией ДНК, или 

переходом спираль-клубок. Схематически переход 

спираль - клубок изображен на рис. 1. 
Для нуклеиновых кислот и синтетических по

линуклеотидов переход спираль-клубок происходит 

в определенной узкой температурной зоне, которая 

зависит от первичной последовательности ДНК и от 

ионной силы раствора [ 1, 2]. Кроме того, темпе
ратуру плавления ДНК можно существенно сни

зить, если ввести в раствор вещества, обладающие 

сильными специфическими взаимодействиями с пу

рин-пиримидиновыми основаниями одиночной ДНК 

[З-5]. Такие вещества называются денатурирующи
ми спираль агентами. Связываясь с одиночными 

нуклеотидными цепочками, денатурирующие агенты 

нарушают специфическую комплементарность цепей 

"" 
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ДНК и препятствуют образованию двойной спира

ли. Денатурирующими двойную спираль агентами 

являются производные нуклеозидов, наиболее ак

тивным из которых является пурин, а также кофе

ин, инозин, мочевина и фенол. При концентрации 

0.3 М пиримидина и уридина температура перехода 
спираль-клубок снижается на 5° С, тимидина - на 
5.5° С, а пурина - на 9° С [З]. Введение в раствор 
0.25 М фенола приводит к падению температуры 
плавления полиадениновой кислоты на 4 ° С [З]. 

Если концентрация фенола в водно-солевом 

растворе, содержащем одиночные макромолекулы 

ДНК, становится настолько большой, что образует

ся эмульсия из капель фенола в воде, то одиночные 

ДНК объединяются в двойные ДНК, т. е. наблюда

ется обратный переход клубок-спираль, или рена

турация ДНК. Это связано с тем, что вследствие 

сильных специфических взаимодействий одноните

вые ДНК (оДНК) адсорбируются на поверхности 
капель фенола. Такое концентрирование приводит 

к значительному росту скорости реакции ренату

рации ДНК просто из-за значительного повышения 

концентрации о ДНК в ограниченном объеме [6, 7]. 
Экспериментально было показано, что если в эмуль
сии вода-фенол присутствуют комплементарные 

.. " 
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Рис. /. Схематическое изображение перехода спираль-клубок в ДНК: (а) полностью спиральное 
состояние (низкая температура); (6) частично расплавленное состояние (температура в области 

перехода); (в) полностью расплавленное состояние с полностью разошедшимися нитями 

•) Институт элементо органических соединений им. А. Н. Несмеянова РАН. 
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однонитевые молекулы ДНК (оДНК), то именно на 
поверхности капель фенола, и только там, между 

ними идет реакция ренатурации [5]. 
Причиной концентрирования одиночных макро

молекул ДНК на поверхности капель эмульсий 

фенола является амфифильный характер составля

ющих ее звеньев - гидрофильность сахара-фосфат

ного остова и высокое сродство азотистых основа

ний А, Г, Т и Ц с фенолом вследствие специфиче
ских взаимодействий ароматических частей основа

ний ДНК с ароматическим кольцом фенола. Такое 

строение приводит к тому, что наиболее выгодным 

состоянием для звена является размещение на по

верхности капель фенола, когда сахара-фосфатный 

остов экспонирован в водную фазу, а основания -
в фазу фенола. Следует отметить, что амфифильны

ми являются не только звенья ДНК, но и звенья 

многих аминокислотных остатков, формирующих 

макромолекулы белков. 
Такой взгляд на строение мономерных звеньев 

позволил ввести новую двумерную классификацию 

аминокислот [8, 9], а также объяснить ряд особен
ностей поведения белковых макромолекул, в част

ности растворимость глобулярных белков [ 1 О, 11], 
формирование коллагеноподобных структур [ 12], 
причины стабилизации а-спирали [ 1 З]. 

Таким образом, исследование молекул ДНК 

в растворах, содержащих вещества с сильными спе

цифическими взаимодействиями с азотистыми осно

ваниями ДНК, является весьма важной и актуаль

ной задачей. В настоящей работе в качестве первого 

шага мы рассмотрим случай, когда раствор ДНК 

содержит небольшое количество такого вещества. 

Вследствие специфических взаимодействий с этим 

веществом энергетический выигрыш спирального 

состояния растет и происходит плавление ДНК. 

В следующей статье мы рассмотрим растворы с вы

соким содержанием денатурирующих агентов, когда 

вследствие их избытка они образуют капли в водной 

фазе и конформационный переход спираль-клубок 

сопровождается адсорбцией и десорбцией макромо

лекулы на межфазных границах. Модель, принятая 

нами для расчетов, приведена в следующем разде

ле. Далее представлены результаты расчетов и их 

обсуждение. 

Модель 

Итак, в соответствии с поставленной задачей 

рассмотрим переход спираль-клубок в макромоле

куле, помещенной в раствор, содержащий агент, де

стабилизирующий двойную спираль. Предположим, 

что концентрация ер дестабилизирующего агента 

и тенденция его сегрегации с водой малы, так что 

молекулы дестабилизирующего агента не образуют 

отдельных фаз (капель) в растворе. 
Пусть у нас имеется макромолекула, степень 

полимеризации которой равна N. Предположим, 

что эта макромолекула претерпевает переход спи-

раль-клубок и пусть N1 ее мономерных звеньев 

находятся в клубковом состоянии, а остальные N2 
мономерных звена - в спиральном состоянии: 

(1) 

Эти звенья неравномерным образом разбросаны 

вдоль цепи и образуют области, содержащие клуб

ковые и спиральные участки (рис. 1 ). Обозначим 
через п число однотипных (спиральных или клуб
ковых) областей. 

Энергетически клубковое и спиральное состоя

ния различны. Обозначим через / 1 свободную энер
гию, приходящуюся на одно звено участка цепи, 

находящегося в клубковом состоянии, а через /2 
соответственно свободную энергию, приходящуюся 

на одно звено участка цепи, пребывающего в спи

ральном состоянии. Расплетение двойной спирали 

приводит к появлению напряжения на контактном 

спираль-клубок участке, что приводит к росту 
свободной энергии. Обозначим через F5 проигрыш 
в свободной энергии, приходящийся на каждый 

контакт спирального и клубкового участков. 

В этих обозначениях свободную энергию F мак
ромолекулы можно записать в виде [2, 14] 

(2) 

В уравнении (2) первые два слагаемых это 
свободные энергии клубкового и спирального состо

яний, третье - свободная энергия межконтактных 

взаимодействий клубковых и спиральных участков 

цепи, четвертое слагаемое описывает энтропийную 

часть свободной энергии. Энтропия S спиральных 

и клубковых участков равна сумме логарифмов 

чисел Wi возможных размещений Ni (i = 1 
клубок; i = 2 - спираль) мономерных звеньев по п 
клубковым (спиральным) участкам цепи: 

Wi = -.,---N_i_! ----,--,
n ! ( Ni - п)! · 

(3) 

Добавление дестабилизирующего двойную спи

раль агента в раствор делает спиральное состояние 

энергетически менее выгодным. Ясно, что при ма
лых концентрациях ер дестабилизирующего агента 

зависимость энергии /2 от концентрации ер может 
быть аппроксимирована линейной функцией: 

/2 = /20 + Лf ер. (4) 

В уравнении (4) /20 - свободная энергия спи
рального состояния в водном растворе, не содержа

щем дестабилизирующего агента; а Л/ - измене

ние свободной энергии спирального состояния при 

добавлении дестабилизирующего агента в раствор. 

Уравнения (2)-(4) полностью задают свобод
ную энергию макромолекулы. С учетом выраже

ния (1) и выражения Стирлинга (ln N! "'N ln N при 
N -+ оо) свободная энергия F может быть пред
ставлена как функция двух переменных - числа 

мономерных звеньев N, , приходящихся на участки 
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цепи в клубковом состоянии, и числа спиральных 

и клубковых участков п. 

Равновесные значения N1 и п определяются 

минимизацией свободной энергии F(N1, п) по соот
ветствующим переменным: 

(~) =0 
дN1 n=const ' 

( дF) =О 
дn N1 =const . 

После простых вычислений из системы (5) 
получили систему уравнений 

1-n/N2 _ (f i -fo2 -дf rp ) /T -S -дf rp/T 
1 - n/N

1 
- е - е ' 

( :
1 

- 1) ( :2 
- 1) ~' 

где 5 = eU1 -!02) /Т и (}" = e- Fs/T. 

(5) 

мы 

(6) 

Параметр S характеризует энергетическую вы

годность того или иного (спирального или клубко
вого) состояния в водном растворе, не содержащем 
дестабилизирующих добавок. Если в водном рас

творе выгодна спираль, т. е. /1 > /2, то S > 1 ; если 
/ 2 > /1 , а это означает, что более выгодна клубковая 
конформация, то S < 1. В общем случае параметр S 
изменяется в пределах О< S < оо. Эксперименталь
но параметр S изменяется при изменении темпера
туры - чем ниже величина S, тем выше значение 
температуры Т. 

Параметр (}" характеризует кооперативность пе

рехода: поскольку F5 > , то (}" « 1 . Чем меньше 

параметр (}", тем энергетически менее выгодна гра
ница между клубковыми и спиральными участками, 

что способствует, как мы увидим ниже, увеличению 

резкости перехода спираль-клубок. 

Введем степень спиральности полимерной цепи () 
как долю звеньев, входящих в спиральные участки: 

() = N2/N. В новых обозначениях система уравнений 
(6) может быть переписана как 

После простых алгебраических преобразований 

из (7) можно получить явный вид зависимости 
степени спиральности () от концентрации ер деста
билизирующего агента в растворе: 

()(ер)= 

_ 1 . дf rp/T 4(J"Se 'Р 

( ( 

д/ /Т )-1/2) 
- 2 1 - s1gn(e - S) 1 + (eдf rp/T - 5)2 ' 

(8) 
где 

{ 1, 
если х >О, 

sign(x) = -1, если х <О, 

О, если х =0. 

Нами были рассчитаны зависимости степени спи

ральности полимерной цепи () от концентрации ер 

денатурирующего агента и от зависящего от темпе

ратуры системы параметра S при различных значе
ниях (}" и Л/. 

Результаты и обсуждение 

На рис. 2-4 приведены зависимости степени спи
ральности () полимерной цепи от концентрации ер 

денатурирующего агента в растворе, построенные 

при различных значениях параметров S, (}" и Л/. 

При S = 3, (}" = О.О 1 (рис. 2) в отсутствие дена
турирующего агента практически все звенья цепи 

находятся в спиральном состоянии, и добавление 

в раствор слабых денатурирующих агентов (Л/ = 1, 
кривая а) не влияет на состояние цепи. Введение 
более сильных денатурирующих агентов (Л/ = 5, 
10, 50; кривые 6-г) приводит к тому, что доля 
звеньев в спиральном состоянии () падает и про

исходит переход спираль-клубок. Видно, что чем 

больше сродство денатурирующего агента с ДНК 

(чем больше значение Лf), тем более резко и при 
меньших концентрациях ер денатурирующего аген

та происходит переход спираль-клубок. В случае 

очень сильного денатурирующего агента (Л/ = 50, 
кривая г) переход спираль-клубок происходит при 
ер = 0.025, а ширина области перехода составляет 
несколько сотых объемных долей. 

е 

а 

0.8 

0.6 
г S = З 

0.4 
(J = 0.01 

0.2 

о. о -1--~---т---т---т----.---,::::::;-.--..--....---.---

0. оо о.о5 0.10 0.15 0.20 0.25 о.зо <r 

Рис. 2. Зависимость степени спиральности () от 

концентрации денатурирующего агента ер при 

S = 3, CJ =О.О 1 и ра зличных значениях дf: 1 (а), 
5 ( 6)' 1 о (в) ' 50 ( г) 

На рис. 3 приведены зависимости степени спи
ральности () полимерной цепи от концентрации ер 

денатурирующего агента для S = 3 и большего зна
чения параметра кооперативности (}" = 0.1. Видно, 

что в этом случае введение денатурирующего агента 

меньше влияет на состояние полимерной цепи, чем 

в рассмотренном выше случае с (}" = 0.01. Так, при 
Лf = 5, (}" = 0.1 и высоких концентрациях денату
рирующего агента (ер = 0.3) лишь незначительная 
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е 

1. о -----------------------------------------------------
а 

0.8 

0.6 S=3 

0.4 

0.2 

о . о +..--.--::;::,.....,...._-.---.--.,.---.--...-;::::;::=;::==,____ 
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 <р 

Рис. 3. Зависимость степени спиральности () от 

концентрации денатурирующего агента ер при 

S = 3, CJ = 0.1 и различных значениях дf: 1 (а), 
5 ( 6), 1 о (в) , 50 ( г) 

часть (не более 10%) звеньев переходит в клубковое 
состояние (рис. 3, кривая 6), тогда как в случае 
ДНК с (}" = 0.01 (рис. 2, кривая 6) при столь 
высоких концентрациях денатурирующего агента 

ер= 0.3, напротив, не более 10% звеньев пребывают 
в спиральном состоянии. Введение более сильных 

денатурирующих агентов и в этом случае вызывает 

переход спираль-клубок (рис. 3, кривые в и г). 
Однако в целом из сравнения рис. 2 и 3 видно, что 
чем больше значение параметра кооперативности (}", 
т. е. чем более энергетически выгодна граница меж

ду спиральными и клубковыми участками цепи, 

тем менее резко и при больших концентрациях ер 

происходит переход спираль-клубок. 

В случаях, представленных на рис. 4, значение 
параметра (}" и силы денатурирующего агента Л/ 
являются фиксированными, а параметр S (харак
теризующий температуру системы) меняется. При 
S = 1 в отсутствие денатурирующего агента (ер = О) 
спиральное и клубковое состояния одинаково выгод

ны и () = 0.5, т. е. одинаковые количества звеньев 

е 

1.0 ""1'"""'==--~~~==::.:.: 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0-1-~_;:::::::;:::=;===;===;:~"""""':=т===:::;:::::;=,__ 

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 <р 

Рис. 4. Зависимость степени спиральности () от 

концентрации денатурирующего агента ер при 

CJ =О.О 1, дf = 1 О и различных значениях S: 1 (а), 
3 (6), 10 (в) 

находятся в клубковом и спиральном состояниях. 

Введение денатурирующего агента в такую систему 

приводит к плавному уменьшению доли () звеньев 

в спиральном. При S = 3 и 10 (рис. 4, кривые 6, в) 
в отсутствие денатурирующего агента практически 

все звенья цепи находятся в спиральном состоянии 

(()'"" 1 ), а введение в раствор денатурирующего 
агента приводит к переходу спираль-клубок, при

чем чем больше значен ие параметра S (ниже темпе
ратура), тем при больших концентрациях денатури
рующего агента происходит переход спираль-клу

бок. Интересно, что значения ширины переходов 

в обоих случаях приблизительно равны: в области 

перехода зависимости ()(ер) имеют одинаковый на
клон (рис. 4, кривые 6, в). 

Ширину перехода спираль-клубок Лер можно 

легко оценить, если вычислить производную gi 
в точке, где одинаковые количества звеньев нахо

дятся в клубковом и глобулярном состоянии, т. е. 
() = 1/ 2: 

л = 1 / ( д()) 1 = 4 т ~ (9) 
ер дер е= 1; 2 Л/ . 

Таким образом, ширина перехода спираль-клу

бок, вызванного добавлением денатурирующего 

агента, тем выше, чем выше параметр кооператив

ности (}" и обратно пропорциональна активности 

Лf этого денатурирующего агента: чем выше ак
тивность Л/ денатурирующего агента, тем резче 

происходит переход спираль-клубок. 

На рис. 5 приведены зависимости степени спи
ральности () от температуры (параметра 5) при 
(}" = 0.01, фиксированной силе денатурирующего 

агента Л/ = 1 О и трех различных концентрациях ер . 
Видно, что изменен ие температуры в системе приво

дит к переходу спираль-клубок. Введен ие денатури

рующего агента вызывает смещение перехода в об

ласть более низких температур. Интересно, что при 

е 

1. о -----------------------------------------------------

0.8 

0.6 

0.4 
(J = 0.01 

0.2 Л/= 10 

О .О 

о 2 3 
S = exp[(fcoil - fheli)/T] 

Рис. 5. Зависимость степени спиральности () от 

параметра S при CJ = 0.01, дf = 10 и различ
ных концентрациях ер денатурирующего агента: 

10- 3 (а); 10- 2 (6); 10- 1 ( в ) 
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небольших концентрациях денатурирующего агента 

(рис. 5, кривые а и 6) ширина перехода (наклон 
зависимости 0(5)) изменяется слабо. При высоких 
концентрациях денатурирующего агента (рис. 5, 
кривая в) переход спираль-клубок наблюдается при 
существенно более низких температурах и занимает 

гораздо более широкую область. 

Аналогично ширину перехода спираль-клубок 
в этом случае можно оценить, если определить 

производную ( g~) при О = 1 /2. Из уравнения (9) 

ясно, что О= 1/2 при S = eЛf r.p/T и, таким образом, 
ширина перехода ЛS равна 

лs = 1/ (80
) 1 = 4./(ieдf r.pfr_ (10) 

дS S=ед/'Р/т 

При невысоких концентрациях денатурирующего 

агента (Лf ер/Т « 1) для ширины перехода ЛS мож
но записать: 

Таким образом, в случае когда переход спи

раль-клубок вызывается изменением температуры 

системы, его ширина растет по мере увеличения 

параметра кооперативности CJ и введения денату

рирующего агента. Чем выше концентрация дена

турирующего агента ер и его сила Л/, тем более 
плавно происходит переход спираль-клубок. При 

небольших концентрациях ер зависимость ширины 

ЛS линейным образом зависит от ер, и только при 

достаточно больших концентрациях ер зависимость 

ЛS(ер) отклоняется от линейной. 
Построенные нами зависимости ширины перехо

да ЛS спираль-клубок от концентрации ер (рис. 6) 
подтверждают эти выводы. Видно, что добавление 

денатурирующего агента увеличивает ширину пере

хода. Причем чем больше активность денатурирую

щего агента Л/, тем значительнее растет ширина 
перехода. Действительно, при добавлении слабого 

денатурирующего агента, для которого Л/ = 1 , ве
личина ЛS практически не меняется. Если Л/ = 3, 
то при концентрациях ер= 0.3 ширина перехода уве
личивается в 2.5 раза, а при Л/ = 5 и концентрации 

о 3 ЛS( r.p ) 4 5 
ер= . отношение дS(r.p=O) равно .. 

В статье [3] экспериментально была получена за
висимость ширины перехода спираль-клубок ДНК 

ЛS от концентрации различных денатурирующих 
агентов ер и показано, что ширина перехода ЛS 
возрастает с увеличением концентрации и актив

ности денатурирующего агента, причем при малых 

концентрациях денатурирующего агента эта зависи

мость линейная. Эти данные полностью согласуются 
с представленными нами результатами теоретиче

ских расчетов. 

5 

(J = 0.01 
4 

3 

2 

0+-~----.-~~-,.-~---.~~-,.-~----,,..-~-т-~ 

о 0.1 0.2 0.3 q> 

Рис. 6. Зависимость нормированной ширины пе

рехода спираль-клубок от концентрации ер дена

турирующего агента при CJ = 0.01 и различных 

значений дf: 1 (а); 3 (6); 5 (в) 
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