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Методом фотонно-корреляционной спектроскопии определены динамические па­

раметры молекул коллагена в растворах" Получены зависимости коэффициентов 
трансляционной диффузии от рН в чистых ~водных растворах коллагена и в растворах, 

содержащих соли различных металлов: Na, Са, К, РЬ. Обнаружено, что размер 
ионного радиуса металла влияет на межмол1екулярные взаимодействия и подвижность 
молекул коллагена в растворе. 

Введение 

Безусловный интерес представляет изучение 

свойств водных растворов коллагена, принадлежа­

щего к классу фибриллярных белков. Коллаген 

выполняет главную структурную роль в организме 

[ 1]. Около 40% всего коллагена находится в коже, 
10-20 - в костях и зубах и 7-8% - в кровеносных 
сосудах. Необычная структура молекулы коллагена 

(тройная спираль) приводит к особенностям его 
оптических свойств и молекулярной подвижности. 

Изменения показателя рН или концентрации со­

ли в растворе могут привести к изменениям в струк­

туре молекулы белка. В связи с этим очень важны­

ми являются исследования как структурных измене­

ний коллагена в водных растворах, так и процессов, 

связанных с объединением молекул в коллагеновые 

цепи - фибриллы, что определяет уникальные свой­

ства костей, кожи и других тканей. 

Для изучения межмолекулярных взаимодействий 

и динамики молекул в растворе могут быть успеш­

но использованы оптические методы. В настоящей 

работе для исследования динамики молекул кол­

лагена применяется метод фотонно-корреляционной 

спектроскопии рассеянного света [2]. В этом методе 
исследуется корреляционная функция флуктуаций 

интенсивности рассеянного света. 

Метод динамического светорассеяния 

Динамическое рассеяние света связано с флук­

туациями концентрации рассеивающих частиц. Для 

растворов макромолекул возможно связать корре­

ляционную функцию сигнала g(t) для рассеянно­
го света с коэффициентом трансляционной диффу­

зии D1: 

g(I)(t) = а(Е* (O)E(t)) =со exp(-D1k
2t) 

(а и с0 - константы). 

Соответствующий метод определения корреляци­

онных функций g(t) называется методом корре­
ляции фотонов. При этом могут быть получены 
значения коэффициентов трансляционной диффузии 

частиц и их гидродинамических радиусов. 

В работе [З] была исследована связь между 
статическими и динамическими параметрами рас­

сеяния света для растворов макромолекул. Как 

оказалось, концентрационная зависимость коэффи­

циента трансляционной диффузии D1 может быть 

представлена в виде вириального разложения по 

концентрации. В соответствии с этим связь между 

коэффициентом D1 , массой молекулы М и харак­

теристической вязкостью белкового раствора [17] 
определяется уравнением 

Dt =D0{1 + (2ВМ - [17])с}. (1) 

Здесь D0 - коэффициент диффузии, определяемый 

по формуле Стокса-Эйнштейна для сферической 

незаряженной частицы: 

kT 
Do = 67Г170R ' 

где R - радиус частицы. 

Согласно формуле (1), в случае заряженных час­
тиц в растворе коллагена коэффициент трансляци­

онной диффузии D1 должен зависеть от концентра­

ции макромолекул, их суммарного поверхностного 

заряда и ионной силы раствора. 

Экспериментальные результаты 

и обсуждение 

При исследовании динамических параметров мо­

лекул коллагена в чистом водном растворе и в рас­

творах с добавлением солей CaSO 4 и NaCJ были 
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Зависимость коэффициента трансляционной диф­

фузии Dt коллагена от показателя рН: а - в чи­
стом водном растворе (кривая /), с добавлением 

соли CaS04 (кривая 2), с добавлением соли NaCI 
(кривая 3); 6 - для водных растворов коллагена 

с добавлением соли KCI (для трех ионных сил 
раствора / = 10- 2 , 10- 3 , 10- 4 моль/л); в - для 
водных растворов коллагена с добавлением соли 

РЬ(СН з СОО) 2 (для трех ионных сил раствора 
1 = 10- 2 , 10- 3 , 10- 4 моль/ л) 

получены нелинейные зависимости коэффициента 

трансляционной диффузии от показателя рН с мак­

симумом вблизи изоэлектрической точки рН 6.0 
(минимальное значение поверхностного заряда мо­
лекулы белка) (рисунок, а). Справа и слева от изо­

электрической точки коэффициент диффузии умень­

шается. 

В соответствии с формулой (1) коэффициент 
трансляционной диффузии белка должен умень­

шаться, если его характеристическая вязкость пре­

вышает произведение массы молекулы на коэффи­

циент межмолекулярного взаимодействия. Действи­

тельно, как следует из работы [4], характеристиче­
ская вязкость коллагена (1150 см 3 /г) более чем на 
два порядка выше, чем вязкость таких глобулярных 

белков, как, например, альбумин (3.7 см 3 /г) . 
Ранее в работе [5] нами было показано, что 

в водных растворах альбумина и гамма-глобулина 

коэффициент трансляционной диффузии D1 имеет 
минимум в изоэлектрической точке, а не максимум, 

как в растворах коллагена. Это определяется тем, 
что для этих белков произведение ВМ в (1) имеет 
большую величину по сравнению с коэффициентом 

характеристической вязкости [~]. 
Характер зависимости коэффициента D1 коллаге­

на резко меняется при добавлении в раствор солей 
KCI и РЬ(СНзСОО)2 (рисунок, б,в). 

Как было показано в [6], присутствие в растворе 
ионов с большим ионным радиусом приводит к пре­

обладанию сил диполь-дипольного взаимодействия 

между молекулами белка по сравнению с силами 

кулоновского отталкивания и образованию макро­

молекулярных комплексов (кластеров) вблизи изо­

электрической точки. Ионный радиус к+ и РЬ 2+ 
гораздо больше, чем у ионов Са 2+ и Na + (для срав­
нения: Rк+ = 1.33 А, Rрь2+ = 1.2 А, Rca2+ = 0.99 А, 
RNa+ = 0.8 А). Крупные частицы обладают меньшей 
подвижностью и большой массой. Как можно ви­

деть, зависимость коэффициента диффузии D1 от 

показателя рН в растворах коллагена с ионами 
калия и свинца аналогична наблюдаемой для гло­

булярных белков. 

Сравнение величин коэффициентов диффузии 
в водных растворах коллагена, содержащих со­

ли KCI и РЬ(СН 3 СОО) 2, показывает, что с ро­

стом ионной силы раствора коэффициент диффу­
зии уменьшается (рисунок, 6, в). Это указывает 
на то, что с увеличением концентрации ионов К+ 

и РЬ 2+ в растворе масса рассеивающих частиц 
также растет. 

При ионной силе раствора / = 1 о-2 моль/ л 
оказалось невозможно измерить D1 при показателе 
рН выше изоэлектрической точки белка (рН 6.0) 
(рисунок, в). По-видимому, присутствие достаточ ­

но большой концентрации соли тяжелого металла 

свинца РЬ(СН 3 СОО) 2 приводит к так называемо­
му «высаливанию» белка (показатель рН раство­
ра больше не растет; в растворе выпадает белый 
осадок). 

Заключение 

С помощью метода динамического светорассе­

яния были исследованы молекулярные параметры 

коллагена в водных растворах с добавлением солей 
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CaS04, NaCI, KCI и РЬ(СН з СОО) 2. Было обнару­
жено, что размер ионных радиусов металлов сильно 

влияет на электростатические взаимодействия меж­

ду макромолекулами белка. Взаимодействие ионов 

калия, так же как и иона тяжелого металла свин­

ца, обладающих сравнительно большими ионны­

ми радиусами (к+ - 1.33 А., РЬ 2+ - 1.2 А.), 
в растворах с коллагеном приводят к образова­

нию макромолекулярных комплексов - дипольных 

белковых наноструктур. При наличии в растворах 
коллагена ионов кальция или натрия с меньшими 

ионными радиусами (Са 2+ - 0.99 А., Na+ - 0.8 А) 
наноструктуры не образуются. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (грант 05-02-17838). 
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