
58 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2011. � 1ÁÈÎÔÈÇÈÊÀ È ÌÅÄÈÖÈÍÑÊÀß ÔÈÇÈÊÀÏîëÿðèçîâàííàÿ �ëóîðåñöåíöèÿ â èññëåäîâàíèè âðàùàòåëüíîé äè��óçèèàëüáóìèíà ÷åëîâåêà ïðè äåíàòóðàöèè ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍÈ.Ì. Âëàñîâàa , À.Ì. ÑàëåöêèébÌîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èìåíè Ì.Â. Ëîìîíîñîâà, �èçè÷åñêèé �àêóëüòåò,êà�åäðà îáùåé �èçèêè. �îññèÿ, 119991, Ìîñêâà, Ëåíèíñêèå ãîðû, ä. 1, ñòð. 2.E-mail: a vlasovairina1979�mail.ru, b sam�phys.msu.ruÑòàòüÿ ïîñòóïèëà 14.07.2010, ïîäïèñàíà â ïå÷àòü 08.11.2010Ïî àíàëèçó ïîëÿðèçîâàííîé òðèïòî�àíîâîé �ëóîðåñöåíöèè ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà(ÑÀ×) îïðåäåëåíû ïàðàìåòðû âðàùàòåëüíîé äè��óçèè (âðåìÿ âðàùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè, êîý��è-öèåíò âðàùàòåëüíîé äè��óçèè è ý��åêòèâíûé ðàäèóñ Ýéíøòåéíà) ìîëåêóë ÑÀ× ïðè äåíàòóðàöèèïîä äåéñòâèåì äîäåöèëñóëü�àòà íàòðèÿ (ÄÑÍ). Ïîêàçàí äâóõñòàäèéíûé õàðàêòåð äåíàòóðàöèèÑÀ× ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ: ïåðâàÿ ñòàäèÿ � ðàçðûõëåíèå ãëîáóë, âòîðàÿ ñòàäèÿ � ðàçâîðà÷èâàíèåàìèíîêèñëîòíîé öåïè áåëêà. Ïðè pH, ìåíüøèõ pI ÑÀ×, äåíàòóðàöèÿ ÑÀ× ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍïðîõîäèò ÷åðåç äâå ñòàäèè, òîãäà êàê ïðè pH, áîëüøèõ pI, äåíàòóðàöèÿ ïðîõîäèò òîëüêî ïåðâóþñòàäèþ.Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà, òðèïòî�àíîâàÿ �ëóîðåñöåíöèÿ, ïîëÿðèçàöèÿ, âðàùà-òåëüíàÿ äè��óçèÿ, äåíàòóðàöèÿ, èîííûå äåòåðãåíòû.ÓÄÊ: 535.372.3. PACS: 42.62.Be, 82.53.Kp.ÂâåäåíèåÑûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (66.4 êÄà) ïðåäñòàâëÿåòñîáîé ãëîáóëÿðíûé áåëîê ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà. Óíè-êàëüíàÿ ñïîñîáíîñòü ìîëåêóëû ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìè-íà ÷åëîâåêà (ÑÀ×) ñâÿçûâàòü îáøèðíûé êðóã îðãàíè-÷åñêèõ è íåîðãàíè÷åñêèõ ëèãàíäîâ îïðåäåëÿåò îäíó èçîñíîâíûõ �óíêöèé ýòîãî áåëêà � òðàíñïîðò �èçèîëî-ãè÷åñêèõ ìåòàáîëèòîâ. Îñíîâîé âçàèìîäåéñòâèé ìîëå-êóëû ÑÀ× ñ ëèãàíäàìè ÿâëÿåòñÿ ñòðóêòóðíàÿ ïîäâèæ-íîñòü ýòîé áåëêîâîé ìîëåêóëû, îáåñïå÷åííàÿ óíèêàëü-íîé ïåòëåâîé óêëàäêîé ïîëèïåïòèäíîé öåïè áåëêà èç585 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ [1℄. Âòîðè÷íàÿ ñòðóêòóðàÑÀ× ñîñòîèò èç �-ñïèðàëüíûõ ó÷àñòêîâ è ó÷àñòêîâõàîòè÷åñêîé óêëàäêè. Îêîëî 50�67% àìèíîêèñëîòíûõîñòàòêîâ ÑÀ× óëîæåíû â �-ñïèðàëè ïðè �èçèîëîãè÷å-ñêîì çíà÷åíèè pH. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóåòìîäåëü òðåòè÷íîé ñòðóêòóðû ÑÀ× â âèäå ¾ñåðäöà¿, òðèäîìåíà áåëêà â ýòîé ìîäåëè ðàñïîëîæåíû ïîä óãëîìäðóã ê äðóãó [1℄.Äåíàòóðàöèåé íàçûâàþò ñóùåñòâåííîå èçìåíåíèåâòîðè÷íîé è òðåòè÷íîé ñòðóêòóð áåëêà, ò. å. íàðóøåíèå,ðàçóïîðÿäî÷èâàíèå ñèñòåìû íåêîâàëåíòíûõ âçàèìîäåé-ñòâèé, íå çàòðàãèâàþùåå åãî êîâàëåíòíîé ñòðóêòóðû.Äåíàòóðàöèÿ, êàê ïðàâèëî, ñîïðîâîæäàåòñÿ óòðàòîéáåëêîì �óíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ, ÷òî îáóñëîâëèâàåòèíòåðåñ ê èçó÷åíèþ ìåõàíèçìîâ áåëêîâîé äåíàòóðàöèè.Ý��åêòèâíûìè äåíàòóðèðóþùèìè àãåíòàìè ÿâëÿþòñÿèîííûå äåòåðãåíòû.Äåòåðãåíòû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îðãàíè÷åñêèå àì�è-�èëüíûå ñîåäèíåíèÿ, ìîëåêóëû êîòîðûõ èìåþò ãèäðî-�èëüíûå è ãèäðî�îáíûå ó÷àñòêè. Ïî òèïó ãèäðî�èëü-íûõ ãðóïï ðàçëè÷àþò íåñêîëüêî ãðóïï äåòåðãåíòîâ �èîííûå è íåèîííûå. Â çàâèñèìîñòè îò çíàêà çàðÿäàïîâåðõíîñòíî-àêòèâíîãî èîíà èîííûå äåòåðãåíòû äå-ëÿò íà àíèîííûå, êàòèîííûå è àì�îòåðíûå. Áëàãîäà-

ðÿ âûñîêîé ïîâåðõíîñòíîé àêòèâíîñòè è ñïîñîáíîñòèê ðàñòâîðåíèþ ëèïèäîâ, à òàêæå ñïîñîáíîñòè âûçû-âàòü äèññîöèàöèþ è äåíàòóðàöèþ áåëêîâ, èíàêòèâà-öèþ âèðóñîâ è òîêñèíîâ èìåííî àíèîííûå äåòåðãåíòûøèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ìåäèöèíñêèõ�àðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ (íàïðèìåð, áàêòåðèöèä-íûõ è äåçèí�èöèðóþùèõ), à òàêæå äåðìàòîëîãè÷åñêèõè êîñìåòè÷åñêèõ ñðåäñòâ [2℄. Ê øèðîêî èñïîëüçóåìûìàíèîííûì äåòåðãåíòàì îòíîñèòñÿ äîäåöèëñóëü�àò íà-òðèÿ (ÄÑÍ).�àíåå íàìè áûëà èçó÷åíà äåíàòóðàöèÿ ÑÀ× ïîääåéñòâèåì ÄÑÍ ðàçëè÷íûìè ñïåêòðîñêîïè÷åñêèìè ìå-òîäàìè � ìåòîäîì Ê�-ñïåêòðîñêîïèè [3℄, ìåòîäîì �ëó-îðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïî �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðàýîçèíà, äîáàâëåííîãî â ðàñòâîðû áåëêà [4�6℄, ìåòî-äîì �ëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïî ñòàöèîíàðíîé íåïî-ëÿðèçîâàííîé �ëóîðåñöåíöèè òðèïòî�àíà áåëêà [7, 8℄.Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäî-âàíèé äåíàòóðàöèè ÑÀ× ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ ìåòîäàìè�ëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ïî èçó÷åíèþ ïîëÿðèçîâàííîéòðèïòî�àíîâîé �ëóîðåñöåíöèè áåëêà.Èññëåäîâàíèå òðèïòî�àíîâîé ñîáñòâåííîé �ëóîðåñ-öåíöèè áåëêîâ øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ îöåíêè êîí-�îðìàöèîííîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêîâûõ ìîëåêóë [9�11℄.Åäèíñòâåííûé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê òðèïòî�àíà(Trp-214) â ÑÀ× ðàñïîëîæåí â äîìåíå II. Ôëóîðåñ-öåíòíûå ñâîéñòâà òðèïòî�àíà â ìîëåêóëå ÑÀ× âåñüìà÷óâñòâèòåëüíû ê ïåðåñòðîéêàì áåëêîâîé ãëîáóëû.Èññëåäîâàíèå äåíàòóðàöèè ÑÀ× ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍâàæíî â ñâÿçè ñ �èçèîëîãè÷åñêèìè �óíêöèÿìè ÑÀ×â êðîâè, òàê êàê ïîçâîëÿåò äåëàòü âûâîäû îá óðîâíåñîõðàíåíèÿ íàòèâíîé êîí�îðìàöèè áåëêà è, ñëåäîâà-òåëüíî, î ñîõðàííîñòè åãî �èçèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòââ ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ. Ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ ïî àíà-ëèçó ïîëÿðèçîâàííîé òðèïòî�àíîâîé �ëóîðåñöåíöèè



ÁÈÎÔÈÇÈÊÀ È ÌÅÄÈÖÈÍÑÊÀß ÔÈÇÈÊÀ 59ÑÀ× èññëåäîâàòü âðàùàòåëüíóþ äè��óçèþ ìîëåêóëÑÀ× â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè ÄÑÍïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH, ÷òî è ÿâëÿåòñÿ öåëüþíàñòîÿùåé ðàáîòû.1. Ìàòåðèàëû è ìåòîäû�àñòâîðû ÑÀ× ïîëó÷åíû ïóòåì ðàçâåäåíèÿ áåëêàäî êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ â äâóõ ðàçëè÷íûõ áó�åðíûõñèñòåìàõ: 0.1 Ì CH3COOH�KOH (pH 3.5�5.0) è 0.1 ÌKH2PO4�0.1 Ì NaOH (pH 5.5�6.0). Â ðàñòâîðû ÑÀ×ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH (3.5�6.0) äîáàâëåíû ðàç-ëè÷íûå êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ (0.5�7.0 ìÌ). Äëÿ àíàëè-çà âðàùàòåëüíîé äè��óçèè ìîëåêóë ÑÀ× â èòîãîâûåðàñòâîðû äîáàâëåíû ðàçëè÷íûå êîíöåíòðàöèè ñàõàðîçû(0�200 ìÌ).Ôëóîðåñöåíòíûå èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëèñü íà ñïåê-òðî�ëóîðèìåòðå ¾Perkin Elmer LS55¿, ñïåêòðàëü-íî-�ëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè ïðèãîòîâëåííûõîáðàçöîâ èññëåäîâàëèñü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.Òðèïòî�àíîâàÿ �ëóîðåñöåíöèÿ ÑÀ× ðåãèñòðèðîâàëàñüâ äèàïàçîíå 300�500 íì ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîìñ äëèíîé âîëíû �ex
 = 295 íì. Ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè Pòðèïòî�àíîâîé �ëóîðåñöåíöèè ÑÀ× ðàññ÷èòûâàëàñü ïîçíà÷åíèÿì Ik è I? â ìàêñèìóìå ñïåêòðà èñïóñêàíèÿ�ëóîðåñöåíöèè áåëêà, ãäå Ik è I? � èíòåíñèâíîñòè�ëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå ÷åðåç ïîëÿðèçàòîð, ýëåê-òðè÷åñêàÿ îñü êîòîðîãî íàïðàâëåíà ïàðàëëåëüíî èëèïåðïåíäèêóëÿðíî ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà.Ñïåêòðû �ëóîðåñöåíöèè îáðàáàòûâàëèñü ïðîãðàììîéPerkin Elmer FL Winlab.2. Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâÂ ðàáîòå ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ïîëÿðèçîâàííîéòðèïòî�àíîâîé �ëóîðåñöåíöèè ÑÀ×. Ïîëó÷åíû çàâè-ñèìîñòè ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè òðèïòî�àíîâîé �ëóîðåñ-öåíöèè ÑÀ× (P ) îò êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ äëÿ ðàçëè÷íûõçíà÷åíèé pH (ðèñ. 1). Çíà÷åíèÿ P ðàññ÷èòûâàëèñü ïîçíà÷åíèÿì Ik è I? â ìàêñèìóìå ñïåêòðîâ èñïóñêàíèÿ�ëóîðåñöåíöèè ÑÀ×.Êàê èçâåñòíî, èçìåíåíèÿ ïîëÿðèçàöèè �ëóîðåñöåí-öèè îáóñëîâëèâàþòñÿ äâóìÿ ïðè÷èíàìè: âî-ïåðâûõ,âðàùàòåëüíîé äè��óçèåé �ëóîðî�îðîâ è, âî-âòîðûõ,áåçûçëó÷àòåëüíûì ïåðåíîñîì ýíåðãèè ìåæäó �ëóîðî-�îðàìè. Áëàãîäàðÿ ïîäáîðó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëî-âèé (èññëåäîâàíû ñèëüíî ðàçáàâëåííûå ðàñòâîðû áåëêà(5 ìêÌ) è èñïîëüçîâàíî âîçáóæäåíèå �ëóîðåñöåíöèèòðèïòî�àíà íà äàëüíåì äëèííîâîëíîâîì êðàå (295 íì))âêëàä îò âòîðîé ïðè÷èíû � áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíî-ñà ýíåðãèè ìåæäó �ëóîðî�îðàìè � îòñóòñòâóåò.Òàêèì îáðàçîì, ïðè äàííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõóñëîâèÿõ íà ïîëÿðèçàöèþ �ëóîðåñöåíöèè òðèïòî�àíàÑÀ× îêàçûâàåò âëèÿíèå òîëüêî âðàùàòåëüíàÿ äè��ó-çèÿ �ëóîðî�îðà � òðèïòî�àíîâîãî îñòàòêà ìîëåêóëûÑÀ×. Ýòà ïîëÿðèçàöèÿ �ëóîðåñöåíöèè òðèïòî�àíîâîãîîñòàòêà ìîëåêóëû ÑÀ× â îáùåì ñëó÷àå îáóñëîâëåíàêàê âðàùåíèåì öåëîé ìîëåêóëû áåëêà (áðîóíîâñêîåäè��óçèîííîå äâèæåíèå) è âðàùåíèåì äîìåíà II ÑÀ×,ñîäåðæàùåãî òðèïòî�àíîâûé îñòàòîê, òàê è âðàùåíèåìñàìîãî õðîìî�îðà (òðèïòî�àíà) îòíîñèòåëüíîãî ñâîåãîáëèæàéøåãî îêðóæåíèÿ. Ïðîâåäåííûå â íàñòîÿùåé ðà-áîòå èçìåðåíèÿ ïîëÿðèçîâàííîé ñòàöèîíàðíîé �ëóîðåñ-öåíöèè ÑÀ× ïîçâîëÿþò àíàëèçèðîâàòü âðàùåíèå öåëîé

�èñ. 1. Çàâèñèìîñòü ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè P òðèïòî-�àíîâîé �ëóîðåñöåíöèè (�ex
 = 295 íì) ÑÀ× (5 ìêÌ)îò êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH:3.5 (1), 4.0 (2), 4.5 (3), 5.0 (4), 5.5 (5) è 6.0 (6)ìîëåêóëû áåëêà, à âêëàä âðàùåíèÿ äîìåíà, ñîäåðæà-ùåãî òðèïòî�àí, è âðàùåíèÿ òðèïòî�àíîâîãî îñòàòêàîòíîñèòåëüíî áëèæàéøåãî îêðóæåíèÿ ñ÷èòàåòñÿ ïðåíå-áðåæèìî ìàëûì.Êàê âèäíî èç ðèñ. 1, çíà÷åíèÿ P âîçðàñòàþò â îáëà-ñòè äî 1 ìÌ ÄÑÍ äëÿ âñåõ çíà÷åíèé pH, ÷òî óêàçûâàåòíà ïåðâóþ ñòàäèþ äåíàòóðàöèè ÑÀ× � ðàçðûõëåíèåãëîáóë.Äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå (áîëüøå 1 ìÌ) êîíöåíòðà-öèè ÄÑÍ ïðè pH, áîëüøèõ èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êèÑÀ× pI (4.7), ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåò çíà÷åíèé P(ðèñ. 1), ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî äåíàòóðàöèÿ îñòà-íàâëèâàåòñÿ íà ïåðâîé ñòàäèè.Èíîé õàðàêòåð çàâèñèìîñòåé P îò êîíöåíòðàöèèÄÑÍ íàáëþäàåòñÿ (ðèñ. 1) ïðè pH, ìåíüøèõ pI ÑÀ×:â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé ÄÑÍ îò 1 äî 2 ìÌ çíà÷åíèå Pïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿííî, â îáëàñòè êîíöåíòðàöèé ÄÑÍîò 2 äî 4 ìÌ ïðîèñõîäèò äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå P ,÷òî óêàçûâàåò íà óâåëè÷åíèå ëèíåéíî-ïðîäîëüíûõ ðàç-ìåðîâ ìîëåêóë ÑÀ× ïðè ðàçâîðà÷èâàíèè àìèíîêèñëîò-íîé öåïè, ñëåäîâàòåëüíî, ìîëåêóëû ÑÀ× ïåðåõîäÿò âîâòîðóþ ñòàäèþ äåíàòóðàöèè � ñòàäèþ ïîëíîãî ðàçâî-ðà÷èâàíèÿ. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ ñâûøå4 ìÌ (äî 7 ìÌ) çíà÷åíèÿ P ïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿí-íû, ÷òî óêàçûâàåò íà ïîëíóþ äåíàòóðàöèþ ìîëåêóëÑÀ×. Ñëåäîâàòåëüíî, ïî äâóõñòàäèéíîìó óâåëè÷åíèþçíà÷åíèé P ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ ìîæíîçàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè pH, ìåíüøèõ pI ÑÀ×, äåíàòóðàöèÿÑÀ× â ïðèñóòñòâèè ÄÑÍ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñòóïåí÷à-òî-äâóõñòàäèéíûé ïðîöåññ.Ìåòîä ïîëÿðèçîâàííîé �ëóîðåñöåíöèè ïîçâîëÿåòîöåíèâàòü ïàðàìåòðû âðàùàòåëüíîé äè��óçèè �ëóîðî-�îðîâ. Êîëè÷åñòâåííàÿ òåîðèÿ âðàùàòåëüíîé äåïîëÿðè-çàöèè áûëà ïðåäëîæåíà Â.Ë. Ëåâøèíûì è Ô. Ïåððåíîìñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäåëè âðàùàòåëüíîé äè��óçèè. Íàîñíîâå ýòîé òåîðèè áûëî ïîëó÷åíî âûðàæåíèå äëÿ



60 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2011. � 1ñòåïåíè ïîëÿðèçàöèè P �ëóîðåñöåíöèè:1P = 1P0 +� 1P0 � 13� � kT�0V� ,ãäå T � àáñîëþòíàÿ òåìïåðàòóðà, � � âÿçêîñòü ðàñ-òâîðà, V � îáúåì, k � ïîñòîÿííàÿ Áîëüöìàíà, �0 �ñðåäíåå âðåìÿ çàòóõàíèÿ �ëóîðåñöåíöèè �ëóîðî�îðà(äëÿ òðèïòî�àíà ÑÀ× 2.8 íñ), P0 � ïðåäåëüíàÿ ñòåïåíüïîëÿðèçàöèè �ëóîðåñöåíöèè.Òàêèì îáðàçîì, ìåíÿÿ âÿçêîñòü ðàñòâîðîâ (äîáàâëå-íèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ñàõàðîçû) è îòêëàäûâàÿíà îñè îðäèíàò 1/P , à ïî îñè àáñöèññ T/� , ïîëó÷àåìïðÿìóþ ëèíèþ, êîòîðàÿ îòñåêàåò íà îñè îðäèíàò îòðå-çîê, ðàâíûé 1/P0 .Òàíãåíñ óãëà íàêëîíà ýòîé ïðÿìîé ê îñè àáñöèññtg'= � 1P0 � 13� � k�0Vïðè èçâåñòíîì çíà÷åíèè �0 ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü âåëè-÷èíó ìîëåêóëÿðíîãî îáúåìàV = (3�P0)k�03P0 tg'è, ñëåäîâàòåëüíî, ý��åêòèâíûé ãèäðîäèíàìè÷åñêèé ðà-äèóñ Ýéíøòåéíà a , ñâÿçàííûé ñ ìîëåêóëÿðíûì îáúå-ìîì ñîîòíîøåíèåì V = 4�a33 .Èñïîëüçóÿ ýòè äàííûå, ìîæíî îïðåäåëèòü âðå-ìÿ âðàùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè (èëè ðàçóïîðÿäî÷èâàíèÿâñëåäñòâèå òåïëîâîé äè��óçèè) � �ëóîðî�îðà ïî �îð-ìóëå �= V�Tk ,ãäå V � ìîëåêóëÿðíûé îáúåì.Äëÿ �ëóîðî�îðîâ ìîæíî îïðåäåëèòü êîý��èöèåíòâðàùàòåëüíîé äè��óçèè Drot :Drot = kT6�V .Ïóòåì âàðüèðîâàíèÿ âÿçêîñòè ðàñòâîðîâ äîáàâëå-íèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ñàõàðîçû îïðåäåëåíûâðåìÿ âðàùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè, êîý��èöèåíò âðàùà-òåëüíîé äè��óçèè è ý��åêòèâíûé ðàäèóñ Ýéíøòåéíàìîëåêóë ÑÀ× â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿ-ìè ÄÑÍ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH.Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè êîý��èöèåíòàâðàùàòåëüíîé äè��óçèè Drot ìîëåêóë ÑÀ× îò êîí-öåíòðàöèè ÄÑÍ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH. Âèä-íî, ÷òî áîëåå ñèëüíîå óìåíüøåíèå Drot ìîëåêóë ÑÀ×â ðàñòâîðàõ ñ ÄÑÍ ïðîèñõîäèò ïðè çíà÷åíèÿõ pH,ìåíüøèõ pI ÑÀ×, ÷òî óêàçûâàåò íà ãëóáîêóþ è ñèëüíóþäåíàòóðàöèþ áåëêà. Òàêæå âèäíî, ÷òî ðåçêîå óìåíüøå-íèå Drot ìîëåêóë ÑÀ× ïðîèñõîäèò ïðè êîíöåíòðàöèÿõÄÑÍ, ìåíüøèõ 0.5 ìÌ, ïðè âñåõ çíà÷åíèÿõ pH, ÷òîóêàçûâàåò íà èçìåíåíèå ãåîìåòðè÷åñêîé êîí�èãóðàöèèãëîáóë ÑÀ× � óâåëè÷åíèå ëèíåéíî-ïðîäîëüíûõ ðàçìå-ðîâ ìîëåêóë ÑÀ× ïðè èõ ðàçðûõëåíèè âñëåäñòâèå ïðî-õîæäåíèÿ ïåðâîé ñòàäèè äåíàòóðàöèè. Äàëüíåéøåå óâå-ëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ ïðèâîäèò ê ñðàâíèòåëüíîíåáîëüøîìó îäíîñòàäèéíîìó óìåíüøåíèþ Drot ìîëåêóë

�èñ. 2. Çàâèñèìîñòü êîý��èöèåíòà âðàùàòåëüíîé äè�-�óçèè Drot ìîëåêóë ÑÀ× (5 ìêÌ) îò êîíöåíòðàöèèÄÑÍ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH: 3.5 (1), 4.0 (2),4.5 (3), 5.0 (4), 5.5 (5) è 6.0 (6)

�èñ. 3. Çàâèñèìîñòü âðåìåíè âðàùàòåëüíîé ðåëàêñà-öèè � ìîëåêóë ÑÀ× (5 ìêÌ) îò êîíöåíòðàöèè ÄÑÍïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH: 3.5 (1), 4.0 (2), 4.5 (3),5.0 (4), 5.5 (5) è 6.0 (6)ÑÀ× ïðè çíà÷åíèÿõ pH, áîëüøèõ pI ÑÀ×, è ê áîëüøåìóäâóõñòàäèéíîìó óìåíüøåíèþ Drot ìîëåêóë ÑÀ× ïðèçíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ pI ÑÀ×.Íà ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè âðåìåíè âðà-ùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè � , îòðàæàþùåé âðåìÿ ðàçóïî-ðÿäî÷èâàíèÿ âñëåäñòâèå òåïëîâîé äè��óçèè, ìîëåêóëÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõpH. Çàðåãèñòðèðîâàíî, ÷òî ïðè âñåõ çíà÷åíèÿõ pHâ ðàñòâîðàõ ñ ÄÑÍ � ìîëåêóë ÑÀ× ñóùåñòâåííîáîëüøå âðåìåíè æèçíè �ëóîðî�îðà � òðèïòî�àíîâîãîîñòàòêà â ÑÀ× (2.8 íñ), ÷òî îáóñëîâëèâàåò âûñîêóþïîëÿðèçàöèþ �ëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðîâ ÑÀ×.Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè ý��åêòèâíîãîðàäèóñà Ýéíøòåéíà a ìîëåêóë ÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè
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�èñ. 4. Çàâèñèìîñòü ý��åêòèâíîãî ðàäèóñà Ýéíøòåé-íà a ìîëåêóë ÑÀ× (5 ìêÌ) îò êîíöåíòðàöèè ÄÑÍïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH: 3.5 (1), 4.0 (2), 4.5 (3),5.0 (4), 5.5 (5) è 6.0 (6)ÄÑÍ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH. �àäèóñ a ìî-ëåêóë ÑÀ×, îïðåäåëåííûé òàêèì îáðàçîì â ñ�åðè÷å-ñêîì ïðèáëèæåíèè (ïî óðàâíåíèþ Ñòîêñà�Ýéíøòåéíà),îòðàæàåò íå ðåàëüíûé ãåîìåòðè÷åñêèé ðàçìåð ìîëå-êóë ÑÀ×, êîòîðûå ïðè ïðîõîæäåíèè äåíàòóðàöèè ïîääåéñòâèåì ÄÑÍ ïðèîáðåòàþò âñå áîëåå âûòÿíóòóþ,íåñ�åðè÷åñêóþ ãåîìåòðè÷åñêóþ �îðìó, à ïîêàçûâàåòý��åêòèâíûé ðàçìåð ìîëåêóë ÑÀ×, ìåíÿþùèéñÿ ïîääåéñòâèåì ÄÑÍ è óäîáíûé äëÿ îöåíêè ñòåïåíè ãëóáèíûäåíàòóðàöèè áåëêà ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ. Âèäíî, ÷òîáîëåå ñèëüíîå óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ ìîëåêóë ÑÀ× èìååòìåñòî ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ pI ÑÀ×, ÷òî ãîâîðèòî ãëóáîêîé äåíàòóðàöèè áåëêà ïðè ýòèõ çíà÷åíèÿõ pH.Ïðè çíà÷åíèÿõ pH, áîëüøèõ pI ÑÀ×, óâåëè÷åíèå aìîëåêóë ÑÀ× ïðîèñõîäèò îäíîñòàäèéíî ñ óâåëè÷åíèåìêîíöåíòðàöèè ÄÑÍ, íî ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ pIÑÀ×, óâåëè÷åíèå a ïðîèñõîäèò äâóõñòàäèéíî.Ïðè ðàññìîòðåíèè çàâèñèìîñòåé P �ëóîðåñöåíöèèÑÀ×, Drot , � è a ìîëåêóë ÑÀ× îò êîíöåíòðàöèè ÄÑÍâèäíî, ÷òî äåíàòóðàöèÿ ÑÀ× ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ íîñèòäâóõñòàäèéíûé õàðàêòåð.Ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ pI ÑÀ× (4.7), ïðè êîí-öåíòðàöèÿõ ÄÑÍ äî 1�2 ìÌ ïðîèñõîäèò ïåðâàÿ ñòàäèÿäåíàòóðàöèè � ðàçðûõëåíèå ãëîáóë ÑÀ×, ïðè êîíöåí-òðàöèÿõ 3�4 ìÌ ÄÑÍ íàñòóïàåò âòîðàÿ ñòàäèÿ �ðàçâîðà÷èâàíèå àìèíîêèñëîòíîé öåïè ìîëåêóë ÑÀ×,äàëüíåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ (áîëüøå4 ìÌ) íè÷åãî íå ìåíÿåò â ñèñòåìå.Ïðè çíà÷åíèÿõ pH, áîëüøèõ pI ÑÀ× (4.7), ïðèêîíöåíòðàöèÿõ ÄÑÍ äî 1�2 ìÌ ïðîèñõîäèò ïåðâàÿñòàäèÿ äåíàòóðàöèè � ðàçðûõëåíèå ãëîáóë ÑÀ×, äàëü-íåéøåå óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ÄÑÍ íå ïðèâîäèòê óãëóáëåíèþ äåíàòóðàöèè.Ñëåäîâàòåëüíî, áîëåå ãëóáîêàÿ è ñèëüíàÿ äåíàòó-ðàöèÿ ÑÀ× ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ èìååò ìåñòî ïðèçíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ pI ÑÀ×, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿýëåêòðîñòàòè÷åñêèìè ïðè÷èíàìè. Ïðè çíà÷åíèÿõ pH,ìåíüøèõ pI áåëêà, â öåëîì ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåí-

íûå ìîëåêóëû ÑÀ× ëåãêî ñâÿçûâàþòñÿ ñ äîäåöèëñóëü-�àò-àíèîíàìè (ÄÑÍ â ðàñòâîðàõ äèññîöèèðóåò íà äîäå-öèëñóëü�àò-àíèîíû è êàòèîíû íàòðèÿ), ÷òî è îáúÿñíÿåòáîëåå ñèëüíóþ è ãëóáîêóþ äåíàòóðàöèþ ïðè ýòèõçíà÷åíèÿõ pH. Ïðè çíà÷åíèÿõ pH, áîëüøèõ pI áåë-êà, äîäåöèëñóëü�àò-àíèîíû ñëàáî âçàèìîäåéñòâóþò ñ âöåëîì îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûìè ìîëåêóëàìè áåëêà,õîòÿ è ñîõðàíÿþùèìè íà ñåáå êàêèå-òî ïîëîæèòåëüíîçàðÿæåííûå ó÷àñòêè, ïîýòîìó äåíàòóðàöèÿ áåëêà ïðèýòèõ çíà÷åíèÿõ pH ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ ïðîèñõîäèòñëàáåå. Çàêëþ÷åíèåÏî àíàëèçó ïîëÿðèçîâàííîé òðèïòî�àíîâîé �ëóî-ðåñöåíöèè ÑÀ× èññëåäîâàíà âðàùàòåëüíàÿ äè��óçèÿìîëåêóë ÑÀ× ïðè äåíàòóðàöèè ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ ïðèðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH.Îïðåäåëåíà ñòåïåíü ïîëÿðèçàöèè �ëóîðåñöåíöèèÑÀ×, âðåìÿ âðàùàòåëüíîé ðåëàêñàöèè, êîý��èöèåíòâðàùàòåëüíîé äè��óçèè è ý��åêòèâíûé ðàäèóñ Ýéí-øòåéíà ìîëåêóë ÑÀ× â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íûìè êîí-öåíòðàöèÿìè ÄÑÍ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH.Ïî ïîëó÷åííûì ïàðàìåòðàì âðàùàòåëüíîé äè��ó-çèè ìîëåêóë ÑÀ× çàðåãèñòðèðîâàí äâóõñòàäèéíûé õà-ðàêòåð äåíàòóðàöèè ÑÀ× ïîä äåéñòâèåì ÄÑÍ: ïåð-âàÿ ñòàäèÿ � ðàçðûõëåíèå ãëîáóë, âòîðàÿ ñòàäèÿ �ðàçâîðà÷èâàíèå àìèíîêèñëîòíîé öåïè áåëêà. Ïîêàçàíî,÷òî áîëåå ãëóáîêàÿ è ñèëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ ÑÀ× ïîääåéñòâèåì ÄÑÍ èìååò ìåñòî ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíü-øèõ èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè áåëêà, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿýëåêòðîñòàòè÷åñêèìè ïðè÷èíàìè. Ïðè çíà÷åíèÿõ pH,ìåíüøèõ pI áåëêà, äåíàòóðàöèÿ ÑÀ× ïîä äåéñòâèåìÄÑÍ ïðîõîäèò ÷åðåç äâå ñòàäèè, òîãäà êàê ïðè çíà-÷åíèÿõ pH, áîëüøèõ pI áåëêà, äåíàòóðàöèÿ ÑÀ× ïîääåéñòâèåì ÄÑÍ ïðîõîäèò òîëüêî ïåðâóþ ñòàäèþ.Ñïèñîê ëèòåðàòóðû1. �ðûçóíîâ Þ.À., Äîáðåöîâ �.Å. Àëüáóìèí ñûâîðîòêè êðî-âè â êëèíè÷åñêîé ìåäèöèíå. Ì., 1994.2. Îñòåðìàí Ë.À. Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ áåëêîâ è íóêëåè-íîâûõ êèñëîò. Ì., 2002.3. Vlasova I.M., Polyansky D.V., Saletsky A.M. // LaserPhys. Lett. 2007. 4, N 12. P. 890.4. Âëàñîâà È.Ì., Çåìëÿíñêèé À.Þ., Ñàëåöêèé À.Ì. //Æóðí. ïðèêë. ñïåêòðîñêîïèè. 2006. 73, � 5. C. 661.5. Âëàñîâà È.Ì., Ñàëåöêèé À.Ì. // Âåñòí. Ìîñê. óí-òà.Ôèç. Àñòðîí. 2009. � 4. C. 52.6. Âëàñîâà È.Ì., Ñàëåöêèé À.Ì. // Õèì. �èçèêà. 2008. 27,� 4. C. 66.7. Âëàñîâà È.Ì., Ñàëåöêèé À.Ì. // Õèì. �èçèêà. 2009. 28,� 12. C. 66.8. Âëàñîâà È.Ì., Ñàëåöêèé À.Ì. // Æóðí. ïðèêë. ñïåêòðî-ñêîïèè. 2009. 76, � 4. C. 564.9. Do
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