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s.msu.ruÑòàòüÿ ïîñòóïèëà 25.10.2010, ïîäïèñàíà â ïå÷àòü 27.11.2010Ñ ïîìîùüþ �îòîííî-êîððåëÿöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè è àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (ÀÑÌ)èññëåäîâàíû âîäíûå ðàñòâîðû îñíîâíûõ áåëêîâ ñûâîðîòêè êðîâè (àëüáóìèíà è ãàììà-ãëîáóëèíà) ïðèíàëè÷èè â íèõ ìàëûõ êîíöåíòðàöèé èîíîâ êàëèÿ èëè åâðîïèÿ. Ïîëó÷åíû çíà÷åíèÿ êîý��èöèåíòîâòðàíñëÿöèîííîé äè��óçèè, à òàêæå ý��åêòèâíûõ ðàäèóñîâ ðàññåèâàþùèõ ÷àñòèö â ðàñòâîðàõâ çàâèñèìîñòè îò pH è êîíöåíòðàöèè ñîëè. Îáíàðóæåíî, ÷òî â óêàçàííûõ ðàñòâîðàõ îáðàçóþòñÿáåëêîâûå äèïîëüíûå íàíîêëàñòåðû, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñÿ òàêæå ìåòîäàìè ÀÑÌ.Êëþ÷åâûå ñëîâà: ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, ãàììà-ãëîáóëèí, äèíàìè÷åñêîå ðàññåÿíèå ñâåòà, �îòîííî-êîððå-ëÿöèîííàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ, àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, êîý��èöèåíò òðàíñëÿöèîííîé äè��óçèè, èçîýëåêòðè-÷åñêàÿ òî÷êà.ÓÄÊ: 577.32. PACS: 87.15.�v, 87.83.+a.ÂâåäåíèåÂ òå÷åíèå ïîñëåäíèõ ëåò ïðîöåññû àãðåãàöèè áåëêàøèðîêî îáñóæäàëèñü èç-çà èõ âàæíîñòè âî ìíîãèõîáëàñòÿõ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ, �àðìàöåâòè÷åñêèõ è ìå-äèöèíñêèõ èññëåäîâàíèé. Íåñìîòðÿ íà ýòî, ãëîáàëüíîåïîíèìàíèå ÿâëåíèÿ è åãî îñíîâíûõ ìåõàíèçìîâ âñå åùåäàëåêî äî çàâåðøåíèÿ. Àãðåãàöèÿ áåëêà õàðàêòåðèçóåò-ñÿ ìíîæåñòâåííûìè âçàèìîäåéñòâèÿìè, â îñîáåííîñòèêîí�îðìàöèîííûìè èçìåíåíèÿìè è ìåæìîëåêóëÿðíûìèâçàèìîäåéñòâèÿìè, êîòîðûå ñèëüíî âëèÿþò äðóã íàäðóãà. Èåðàðõèÿ âñåõ ýòèõ ìåõàíèçìîâ çàâèñèò îòñâîéñòâ ñðåäû è îò íåêîòîðûõ �èçè÷åñêèõ è õèìè÷å-ñêèõ ïàðàìåòðîâ, òàêèõ êàê òåìïåðàòóðà, pH, èîííàÿñèëà è äð. [1℄.Â ïîñëåäíèå ãîäû â ðàáîòàõ, ïðîâîäèìûõ íà �èçè÷å-ñêîì �àêóëüòåòå, áûëî îáíàðóæåíî íîâîå �èçè÷åñêîåÿâëåíèå � îáðàçîâàíèå äèïîëüíûõ êëàñòåðîâ â ðàñ-òâîðàõ ðàçëè÷íûõ áåëêîâ, ñîäåðæàùèõ èîíû òÿæåëûõìåòàëëîâ [2�4℄.Îáðàçîâàíèå áåëêîâûõ íàíîñòðóêòóð áûëî èçó÷å-íî íàìè â ðàñòâîðàõ àëüáóìèíà è ãàììà-ãëîáóëè-íà, ñîäåðæàùèõ èîíû êàëèÿ è åâðîïèÿ, ñ ïîìî-ùüþ ìåòîäà �îòîííî-êîððåëÿöèîííîé ñïåêòðîñêîïèèè àòîìíî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè.1. Ôèçè÷åñêàÿ ìîäåëü�àíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè áûëî âûÿâëåíî, ÷òî íàïðîöåññ êëàñòåðîîáðàçîâàíèÿ âëèÿåò âåëè÷èíà èîííîãîðàäèóñà ìåòàëëà [2�4℄. Âçàèìîäåéñòâèå èîíà ñ ïîâåðõ-íîñòüþ áåëêà ïðîèñõîäèò, êàê ïðàâèëî, ñ ó÷àñòèåì èõãèäðàòíûõ îáîëî÷åê. Â ñëó÷àÿõ, êîãäà â ðàñòâîðàõ áåë-êîâ èìåþòñÿ ìàëûå èîíû òèïà Na+ (âåëè÷èíà èîííîãîðàäèóñà ðàâíà 0.87 �A), îáðàçîâàíèå äèïîëüíûõ êëàñòå-

ðîâ íå íàáëþäàåòñÿ, ïîñêîëüêó èîí íàòðèÿ íàõîäèòñÿó ïîâåðõíîñòè áåëêà â îêðóæåíèè ìîëåêóë âîäû è íåìîæåò ñîåäèíèòüñÿ íåïîñðåäñòâåííî ñ ïðîòèâîïîëîæ-íûì çàðÿäîì íà áåëêå.Ýíåðãèÿ ñâÿçè èîíà ñ äèïîëüíîé ìîëåêóëîé âîäû,îïðåäåëÿåìàÿ �îðìóëîéEpq = q2p2w12�"r40 1kT ,îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíà ÷åòâåðòîé ñòåïåíè èîííîãîðàäèóñà, ïðè ýòîì îíà ìîæåò áûòü ïîðÿäêà èëè ìåíüøåòåïëîâîé ýíåðãèè kT . Â ýòèõ ñëó÷àÿõ íà ïîâåðõíîñòèèîíîâ âîäà íå ñìîæåò óäåðæèâàòüñÿ. Ýòî íàáëþäàåòñÿäëÿ èîíîâ ñ áîëüøèì ðàäèóñîì, òàêèõ êàê Cs+ , Rb+ ,Cd+ , Ce+ , Pb2+ , Eu3+ , à òàêæå Ê+ . (Çäåñü q �çàðÿä èîíà, pw � äèïîëüíûé ìîìåíò ìîëåêóëû âîäû," � äèýëåêòðè÷åñêàÿ ïðîíèöàåìîñòü âîäû (�80), r0 �ðàäèóñ èîíà ìåòàëëà.)Âçàèìîäåéñòâóÿ ñ ïîâåðõíîñòüþ áåëêà íåïîñðåä-ñòâåííî, èîí ìåòàëëà ñ áîëüøèì èîííûì ðàäèóñîìáîëåå ïðî÷íî ñâÿçûâàåòñÿ ñ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîéãðóïïîé íà áåëêå è ìîæåò îáðàçîâûâàòü êóëîíîâñêèéêîìïëåêñ íà ìàêðîìîëåêóëå áåëêà ñ îáùåé ãèäðàòíîéîáîëî÷êîé. Â ýòîì ñëó÷àå ìåòàëëè÷åñêèå èîíû ïîë-íîñòüþ êîìïåíñèðóþò ëîêàëüíûé ïîâåðõíîñòíûé çàðÿäáåëêîâîé ìîëåêóëû [5℄.Ý��åêòèâíîå óìåíüøåíèå ïîâåðõíîñòíîãî çàðÿäàáåëêà, ïðîèñõîäÿùåå â ðåçóëüòàòå ïðî÷íîãî ñâÿçûâàíèÿèîíîâ ìåòàëëà áîëüøîãî ðàäèóñà ñ ìàêðîìîëåêóëîé,ìîæåò ïðèâåñòè ê òîìó, ÷òî îñíîâíûì âèäîì âçàèìîäåé-ñòâèÿ ìåæäó áåëêîâûìè ìîëåêóëàìè ñòàíåò äèïîëü-äè-ïîëüíîå ïðèòÿæåíèå, à íå êóëîíîâñêîå îòòàëêèâàíèå,ïîñêîëüêó áåëêè èìåþò àíîìàëüíî âûñîêèå çíà÷åíèÿäèïîëüíûõ ìîìåíòîâ (ïîðÿäêà íåñêîëüêèõ ñîòåí Ä).



ÁÈÎÔÈÇÈÊÀ È ÌÅÄÈÖÈÍÑÊÀß ÔÈÇÈÊÀ 83Ñìåíà õàðàêòåðà ìåæìîëåêóëÿðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ â ðàñòâîðàõ áåëêîâ ìîëåêóëÿð-íûõ íàíîñòðóêòóð � äèïîëüíûõ áåëêîâûõ êëàñòåðîâ.2. Îáúåêòû èññëåäîâàíèÿ. Ïîðÿäîê ïðèãîòîâëåíèÿðàñòâîðîâ. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå óñòðîéñòâàÂ ðàáîòå áûëè èññëåäîâàíû ðàñòâîðèìûå áåëêè �÷åëîâå÷åñêèé àëüáóìèí (HSA) è ãàììà-ãëîáóëèí (IgG)�èðìû ¾Sigma¿. Èññëåäóåìûå ðàñòâîðû ãîòîâèëèñüâ ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïðîâå-äåíèåì ýêñïåðèìåíòà. Íàâåñêè áåëêà ïðîèçâîäèëèñü íàýëåêòðîííûõ àíàëèòè÷åñêèõ âåñàõ ¾Adventureg¿, ïîçâî-ëÿþùèõ ïðîâîäèòü èçìåðåíèÿ ñ òî÷íîñòüþ äî 0.1 ìã,ðàñòâîðû ãîòîâèëèñü â êþâåòàõ ¾Clini
on¿ îáúåìîì�5 ìë. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðîâ áåëêà â êà÷åñòâåðàñòâîðèòåëÿ áûëà âûáðàíà ìåäèöèíñêàÿ âîäà â àìïó-ëàõ äëÿ èíúåêöèé.Èç ñîîáðàæåíèé óäîáñòâà è âî èçáåæàíèå ïîâðåæäå-íèÿ ëîêàëüíîé ñòðóêòóðû áåëêà êîíöåíòðèðîâàííûìèðåàêòèâàìè ïðèãîòîâëåíèå èññëåäóåìûõ ñèñòåì íåîáõî-äèìî ïðîâîäèòü â íåñêîëüêî ýòàïîâ:1) ïðèãîòîâèòü ïåðâè÷íûé ðàñòâîð áåëêà ñ êîíöåí-òðàöèåé 
 = 50 ìã/ìë (îáùåå êîëè÷åñòâî ðàñòâîðàðàññ÷èòûâàåòñÿ ñ ó÷åòîì ïðåäïîëàãàåìîãî êîëè÷åñòâàýêñïåðèìåíòîâ);2) ïðèãîòîâèòü ðàñòâîð ñîëè ñ íåîáõîäèìûì çíà-÷åíèåì èîííîé ñèëû â ñîîòâåòñòâèè ñî ñëåäóþùèìñîîòíîøåíèåì:�= 12X(zi + n
 + zi � na),ãäå z è n � çàðÿäû è ïàðöèàëüíûå êîíöåíòðàöèèïðèñóòñòâóþùèõ â ðàñòâîðå êàòèîíîâ è àíèîíîâ (îáùååêîëè÷åñòâî ðàññ÷èòûâàåòñÿ ñ ó÷åòîì ïðåäïîëàãàåìîãî÷èñëà ýêñïåðèìåíòîâ);3) ïóòåì äîáàâëåíèÿ ìàëîãî êîëè÷åñòâà ñëàáûõ ðàñ-òâîðîâ HCl èëè KOH èçìåíèòü êîíöåíòðàöèþ ñâî-áîäíûõ ïðîòîíîâ â ðàñòâîðèòåëå (âîäà èëè ðàñòâîðñîëè) äî çàäàííîãî çíà÷åíèÿ ðÍ (õèìè÷åñêàÿ ïîñóäà �ñòåêëÿííàÿ àìïóëà îáúåìîì 5 ìë);4) ïðèãîòîâèòü êîíå÷íóþ ñèñòåìó ïóòåì äîáàâëå-íèÿ 20 ìêë ðàñòâîðà 1 â ðàñòâîð 3. Â ðåçóëüòàòåïîëó÷èì áåëêîâûé ðàñòâîð ñ êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèåé
 = 0.2 ìã/ìë. Ïîñëå ýòîãî ïðîâîäèì ïîâòîðíîå èçìåðå-íèå ðÍ;5) êîíöåíòðàöèÿ áåëêîâûõ ðàñòâîðîâ âàðüèðîâàëàñüâ ïðåäåëàõ îò 
 = 0.2 ìã/ìë äî 
 = 1.4 ìã/ìë.Îáðàçöû äëÿ ðàáîòû íà àòîìíî-ñèëîâîì ìèêðîñêî-ïå ãîòîâèëèñü ñëåäóþùèì îáðàçîì. Â êà÷åñòâå ïîä-ëîæêè èñïîëüçîâàëñÿ ñâåæåñêîëîòûé ãðà�èò. Íà íåãîíàíîñèëñÿ ãëóòàðîâûé àëüäåãèä, êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿêàê �èêñàòîð áèîëîãè÷åñêèõ òêàíåé ïðè èññëåäîâàíè-ÿõ ìåòîäîì ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Çàòåì àëüäåãèäñìûâàëñÿ âîäîé è íà ïîäëîæêó íàíîñèëñÿ áåëêîâûéðàñòâîð. Ïðè ðàáîòå íà ÀÑÌ êîíöåíòðàöèÿ àëüáó-ìèíà â ðàñòâîðå íå ìåíÿëàñü è âñåãäà ñîñòàâëÿëà0.8 ìã/ìë. Áåëêîâûé ðàñòâîð íåêîòîðîå âðåìÿ äåðæàëñÿíà ãðà�èòå, à ïîòîì îòêà÷èâàëñÿ îòòóäà ïðè ïîìîùèìåðíîé ïèïåòêè. Ýòî ïðîâîäèëîñü äëÿ òîãî, ÷òîáû íàãðà�èòîâîé ïîäëîæêå îñòàâàëèñü îòäåëüíûå áåëêîâûåìîëåêóëû.Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíèÿ âîäíûõ ðàñòâîðîâàëüáóìèíà è ãàììà-ãëîáóëèíà ïðîâîäèëèñü äâóìÿ ìåòî-

äàìè: äèíàìè÷åñêîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà è ìåòîäîì ÀÑÌ.Ýêñïåðèìåíòû ïî äèíàìè÷åñêîìó ðàññåÿíèþ ñâåòà ïðî-âîäèëèñü ñ ïîìîùüþ �îòîííî-êîððåëÿöèîííîãî ñïåê-òðîãðà�à Photo
or Complex [6℄. Ýêñïåðèìåíòû ïî ÀÑÌïðîâîäèëèñü ñ ïîìîùüþ óñòàíîâêè ÀÑÌ Solver P47 [7℄.3. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèåÂ ðàáîòå áûëè ïîëó÷åíû çíà÷åíèÿ êîý��èöèåíòîâòðàíñëÿöèîííîé äè��óçèè àëüáóìèíà è ãàììà-ãëîáó-ëèíà â ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ KCl ïðè èçìåíåíèè ðÍè èîííîé ñèëû. �åçóëüòàòû ïîêàçàíû íà ðèñ. 1 è 2.Êàê âèäíî èç ïðèâåäåííûõ çàâèñèìîñòåé, âåëè÷èíû Dtóìåíüøàþòñÿ â îáëàñòè èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè áåëêîâ(pH ðàâíî 5 è 6 ñîîòâåòñòâåííî) ñ ðîñòîì êîíöåíòðàöèèèîíîâ Ê+ .

�èñ. 1. Çàâèñèìîñòü êîý��èöèåíòà òðàíñëÿöèîííîéäè��óçèè Dt ãàììà	ãëîáóëèíà îò ïîêàçàòåëÿ ðÍ äëÿâîäíûõ ðàñòâîðîâ ñ äîáàâëåíèåì ñîëè KCl: 1 � âîäíûéðàñòâîð ãàììà-ãëîáóëèíà, 2 � ðàñòâîð ãàììà-ãëîáó-ëèíà ñ KCl ( I = 0.001 ìîëü/ë), 3 � ðàñòâîð ãàì-ìà-ãëîáóëèíà ñ KCl ( I = 0.005 ìîëü/ë), 4 � ðàñòâîðãàììà-ãëîáóëèíà ñ KCl ( I = 0.01 ìîëü/ë)

�èñ. 2. Çàâèñèìîñòü êîý��èöèåíòà òðàíñëÿöèîííîéäè��óçèè Dt àëüáóìèíà îò ïîêàçàòåëÿ ðÍ äëÿ âîä-íûõ ðàñòâîðîâ ñ äîáàâëåíèåì ñîëè KCl: 1 � âîäíûéðàñòâîð àëüáóìèíà, 2 � ðàñòâîð àëüáóìèíà ñ KCl( I = 0.01 ìîëü/ë), 3 � ðàñòâîð àëüáóìèíà ñ KCl( I = 0.005 ìîëü/ë)



84 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2011. � 2Ñîãëàñíî �îðìóëå Ñòîêñà�Ýéíøòåéíà, óìåíüøåíèåâåëè÷èíû êîý��èöèåíòà òðàíñëÿöèîííîé äè��óçèèïðèìåðíî â äâà ðàçà îçíà÷àåò, ÷òî ðàäèóñ ðàññåèâà-þùèõ ÷àñòèö óâåëè÷èâàåòñÿ âäâîå, ïðè ýòîì ìàññà÷àñòèö (êëàñòåðîâ) âîçðàñòàåò ïðèìåðíî íà ïîðÿäîêïî ñðàâíåíèþ ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé áåëêà. Òàêèìîáðàçîì, ïîä âîçäåéñòâèåì èîíîâ êàëèÿ âîçíèêàåò àã-ðåãàöèÿ ìîëåêóë ãàììà-ãëîáóëèíà è àëüáóìèíà âáëèçèèõ èçîýëåêòðè÷åñêèõ òî÷åê.�îëü êàëèÿ â æèçíåäåÿòåëüíîñòè îðãàíèçìà î÷åíüâàæíà. Ýëåêòðè÷åñêèå ñâîéñòâà (ïîòåíöèàë ïîêîÿ �ïîòåíöèàë äåéñòâèÿ) áîëüøèíñòâà êëåòîê îïðåäåëÿþòñÿýòèì èîíîì, à òàêæå èîíàìè êàëüöèÿ è íàòðèÿ, ïî-ýòîìó îíè íàçûâàþòñÿ ïîòåíöèàëîîáðàçóþùèìè. Êàêèçâåñòíî, íàòðèé ñîäåðæèòñÿ â êðîâè, â ïëàçìàòè÷åñêîéæèäêîñòè ìåæêëåòî÷íîãî ïðîñòðàíñòâà, â òî âðåìÿ êàêêàëèé â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà â îñíîâíîì íàõîäèòñÿâíóòðè êëåòîê. Òàê, âíóòðè ìûøå÷íûõ êëåòîê êàëèÿïî÷òè â 50 ðàç áîëüøå, ÷åì â ìåæêëåòî÷íîì ïðî-ñòðàíñòâå. Äëÿ ïîääåðæàíèÿ òàêîé êîíöåíòðàöèîííîéíåðàâíîâåñíîñòè çàòðà÷èâàåòñÿ áîëüøàÿ ýíåðãèÿ. Ñ ïî-ìîùüþ ìîëåêóëÿðíûõ ¾ìàøèí¿ Àò�àç íàòðèé èç êëåòîêâûêà÷èâàåòñÿ, è â êëåòêè çàêà÷èâàåòñÿ êàëèé. Ïðè ïà-òîëîãè÷åñêîì ñîñòîÿíèè ó ÷åëîâåêà ìîæåò ïðîèñõîäèòüðàçðóøåíèå êëåòî÷íûõ ìåìáðàí (ëèçèñ êëåòîê). Â ýòîìñëó÷àå âûõîäÿùèé èç êëåòîê êàëèé íàðóøàåò ïðîöåñññèíòåçà áåëêîâ è �åðìåíòîâ è ïðèâîäèò ê êëàñòåðèçà-öèè ìàêðîìîëåêóë.Â êà÷åñòâå ïðèìåðà âîçäåéñòâèÿ ìåòàëëà ñ áîëüøèìèîííûì ðàäèóñîì íà àëüáóìèí ìîæíî ïðèâåñòè ðå-çóëüòàòû èçìåðåíèÿ ðàäèóñà êëàñòåðîâ, îáðàçóþùèõñÿâ ðàñòâîðàõ áåëêà, ñîäåðæàùèõ ìàëûå êîíöåíòðàöèèñîëè åâðîïèÿ (ðèñ. 3). Íà ýòîì æå ðèñóíêå äëÿ ñðàâ-íåíèÿ ïîêàçàíî âîçäåéñòâèå íà àëüáóìèí èîíîâ êàëèÿ.

�èñ. 3. �ðà�èê çàâèñèìîñòè ðàäèóñà íàíîêëàñòåðîâàëüáóìèíà îò èîííîé ñèëû ðàñòâîðà: 1 � âîäíûéðàñòâîð àëüáóìèíà ñ KCl, 2 � ðàñòâîð àëüáóìèíàñ Eu(NO3 )3 , 3 � ðàñòâîð àëüáóìèíà ñ KCl ïîñëåâîçäåéñòâèÿ íà íåãî óëüòðàçâóêàÍà ýòîì æå ãðà�èêå ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü ðàäèóñà÷àñòèö îò èîííîé ñèëû ðàñòâîðà ïîñëå âîçäåéñòâèÿóëüòðàçâóêà íà ðàñòâîð 3. Â óëüòðàçâóêîâóþ âàííóñ ìîùíîñòüþ 50 Âò áûë ïîìåùåí ðàñòâîð ñ îáðàçî-

�èñ. 4. Ñòðîåíèå ìîëåêóëû àëüáóìèíà, ïîëó÷åííîåñ ïîìîùüþ òóííåëüíîãî ìèêðîñêîïà

�èñ. 5. Äâóìåðíîå èçîáðàæåíèå ÷àñòèö, îáðàçóþùèõñÿâ ðàñòâîðå àëüáóìèíà ïðè äîáàâëåíèè KCl, ïîëó÷åííîåñ ïîìîùüþ ÀÑÌ

�èñ. 6. Äâóìåðíîå èçîáðàæåíèå áåëêîâûõ êëàñòåðîââ ðàñòâîðå àëüáóìèíà, ñîäåðæàùåì ñîëü Eu(NO3 )3
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�èñ. 7. �àäèóñ íàíîêëàñòåðîâ â ðàñòâîðå àëüáóìèíà ïðè äîáàâëåíèè KCl, îïðåäåëÿåìûé ñ ïîìîùüþêîððåëÿöèîííîãî ñïåêòðîãðà�à

�èñ. 8. �àäèóñ íàíîêëàñòåðîâ â ðàñòâîðå àëüáóìèíà ïðè äîáàâëåíèè Eu(NO3 )3 , îïðåäåëÿåìûé ñ ïîìîùüþêîððåëÿöèîííîãî ñïåêòðîãðà�à



86 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2011. � 2âàâøèìèñÿ ÷àñòèöàìè ïðèìåðíî íà 7�10 ìèí. Çàòåìðàñòâîð áûë âûíóò èç óëüòðàçâóêîâîé âàííû è èçó÷åíñ ïîìîùüþ �îòîííî-êîððåëÿöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè.Îêàçàëîñü, ÷òî ïîä äåéñòâèåì óëüòðàçâóêà íàíîêëàñòå-ðû ðàçðóøàþòñÿ, è ðàçìåð ÷àñòèö ñòàíîâèòñÿ ïîðÿäêà5 íì, ÷òî â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè ñîâïàäàåò ñ ðàçìåðà-ìè ìîëåêóëû àëüáóìèíà.Ñ ïîìîùüþ àòîìíî-ñèëîâîãî ìèêðîñêîïà áûëè âïåð-âûå ïîëó÷åíû èçîáðàæåíèÿ ìîëåêóë îñíîâíûõ áåëêîâñûâîðîòêè êðîâè � àëüáóìèíà è ãàììà-ãëîáóëèíà,à òàêæå èçîáðàæåíèÿ áåëêîâûõ êëàñòåðîâ, êîòîðûåîáðàçóþòñÿ â ðàñòâîðàõ ïðè äîáàâëåíèè èîíîâ ìåòàëëîâñ áîëüøèìè èîííûìè ðàäèóñàìè. Â êà÷åñòâå ïîäëîæêèèñïîëüçîâàëñÿ ãðà�èò ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ îðèåíòàöèèïîâåðõíîñòè (HOG), êîòîðûé ÷àñòî èñïîëüçóåòñÿ ïðèðàáîòå ñ áèîìàòåðèàëàìè [8, 9℄.Â êà÷åñòâå ïðèìåðà íà �îòîãðà�èÿõ (ðèñ. 4�6) ïîêà-çàíû ñíèìêè ìîëåêóë àëüáóìèíà è áåëêîâûõ àãðåãàòîââ ðàñòâîðàõ àëüáóìèíà ñ èîíàìè êàëèÿ è åâðîïèÿ.Ôîòîãðà�èÿ, ïðèâåäåííàÿ íà ðèñ. 4, ïîëó÷åíà ñ ïî-ìîùüþ òóííåëüíîãî ìèêðîñêîïà. Îíà äàåò ïðåäñòàâëå-íèå î ðàçìåðå ìîëåêóëû àëüáóìèíà (�8 íì).Ôîòîãðà�èÿ, ïðèâåäåííàÿ íà ðèñ. 5, ïîëó÷åíà ñ ïî-ìîùüþ ÀÑÌ. Íà ýòîì ñíèìêå âèäíû áîëåå êðóïíûåîáðàçîâàíèÿ, âîçíèêàþùèå â ðàñòâîðå àëüáóìèíà ïðèäîáàâëåíèè KCl. Êàê ìîæíî âèäåòü, ðàçìåð ÷àñòèöóâåëè÷èëñÿ ïî÷òè íà ïîðÿäîê.Íà �îòîãðà�èè (ðèñ. 6), ïîëó÷åííîé ñ ïîìîùüþÀÑÌ, ïîêàçàíî èçîáðàæåíèå ÷àñòèö, îáðàçóþùèõñÿâ ðàñòâîðå àëüáóìèíà ïðè äîáàâëåíèè ñîëè Eu(NO3)3 .Âçàèìîäåéñòâèå àëüáóìèíà ñ ñîëÿìè êàëèÿ è åâðî-ïèÿ áûëî èññëåäîâàíî òàêæå ìåòîäîì �îòîííî-êîððåëÿ-öèîííîé ñïåêòðîñêîïèè. �àçìåðû áåëêîâûõ íàíîêëàñòå-ðîâ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ÀÑÌ, õîðîøî ñîâïàäàþòñ ðàçìåðàìè ýòèõ æå ÷àñòèö, îïðåäåëåííûõ ñ ïîìîùüþêîððåëÿòîðà, è ñîñòàâëÿþò â äèàìåòðå îêîëî 100 íìè 138 íì â ñëó÷àå âçàèìîäåéñòâèÿ àëüáóìèíà ñ KClè Eu(NO3 )3 ñîîòâåòñòâåííî. Ýòî ìîæíî íàãëÿäíî óâè-äåòü ïðè ñðàâíåíèè ðèñ. 5, 6 ñ ðèñ. 7, 8.

�èñ. 9. Äâóìåðíîå èçîáðàæåíèå ÷àñòèö, îáðàçóþùèõ-ñÿ â ðàñòâîðå ãàììà-ãëîáóëèíà ïðè äîáàâëåíèè KCl,ïîëó÷åííîå ñ ïîìîùüþ ÀÑÌ

Íà ðèñ. 7 è 8 ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû êîìïüþòåðíîéîáðàáîòêè êîððåëÿöèîííîé �óíêöèè [10℄. Ïåðâûé ïèêñîîòâåòñòâóåò ñïåêòðàëüíîé ïëîòíîñòè èíòåíñèâíîñòè�ëóêòóàöèé áðîóíîâñêîãî äâèæåíèÿ ìîëåêóë àëüáó-ìèíà (ðàäèóñ ÷àñòèö ïðèìåðíî ðàâåí 2 íì). Íå âñåìîëåêóëû ýòîãî áåëêà ñâÿçûâàþòñÿ ñ èîíàìè åâðî-ïèÿ, ïîýòîìó ÷àñòü àëüáóìèíà ïðèñóòñòâóåò â ðàñòâîðåâ ñâîáîäíîì âèäå. Âòîðîé ïèê ñîîòâåòñòâóåò ðàññåÿíèþíà êëàñòåðàõ (÷àñòèöû ñ ðàäèóñîì, ðàâíûì ïðèìåðíî68 íì), îáðàçîâàâøèåñÿ â ðåçóëüòàòå âçàèìîäåéñòâèÿàëüáóìèíà ñ èîíàìè åâðîïèÿ. Òðåòèé øèðîêèé ïèêîïèñûâàåò âêëàä îò ÷àñòèö ïûëè, ïðèñóòñòâóþùåéâ ðàñòâîðå.Íà àòîìíî-ñèëîâîì ìèêðîñêîïå òàêæå áûëè ïî-ëó÷åíû èçîáðàæåíèÿ íàíîêëàñòåðîâ, îáðàçîâàâøèõñÿïðè âçàèìîäåéñòâèè ãàììà-ãëîáóëèíà ñ èîíàìè êàëèÿ(ðèñ. 9).�àçìåðû ÷àñòèö ñîñòàâèëè îêîëî 130 íì, ÷òî â ïðå-äåëàõ ïîãðåøíîñòè õîðîøî ñîâïàäàåò ñ äàííûìè �î-òîííî-êîððåëÿöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè.Çàêëþ÷åíèåÌåòîäàìè äèíàìè÷åñêîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà è çîí-äîâîé ìèêðîñêîïèè áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíèÿ ÿâ-ëåíèÿ àãðåãàöèè ìàêðîìîëåêóë â âîäíûõ ðàñòâîðàõîñíîâíûõ áåëêîâ ñûâîðîòêè êðîâè, ñîäåðæàùèõ èîíûêàëèÿ è åâðîïèÿ, ïðè èçìåíåíèè ðàçëè÷íûõ ïàðà-ìåòðîâ ñðåäû, òàêèõ êàê êîíöåíòðàöèÿ ìàêðîìîëåêóëáåëêà, âîäîðîäíûé ïîêàçàòåëü ðàñòâîðà, êîíöåíòðàöèÿñîëåé.Â ðåçóëüòàòå äëÿ èññëåäîâàííûõ ñèñòåì áûëî îá-íàðóæåíî óìåíüøåíèå êîý��èöèåíòà òðàíñëÿöèîííîéäè��óçèè ÷àñòèö â ðàñòâîðàõ àëüáóìèíà è ãàììà-ãëî-áóëèíà ïðè äîáàâëåíèè èîíîâ êàëèÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâó-åò î âîçíèêíîâåíèè äèïîëüíûõ íàíîêëàñòåðîâ.Âïåðâûå ñ ïîìîùüþ ÀÑÌ ïîëó÷åíû èçîáðàæåíèÿíàíîêëàñòåðîâ, îáðàçóþùèõñÿ ïðè âçàèìîäåéñòâèè àëü-áóìèíà ñ ñîëÿìè êàëèÿ è åâðîïèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ìå-òîäèêà ÀÑÌ ÿâëÿåòñÿ íåèíâàçèâíîé äëÿ èññëåäîâàíèÿáåëêîâûõ ìîëåêóë, òàê êàê ðàçìåðû êëàñòåðîâ, ïîëó÷åí-íûå ìåòîäàìè �îòîííî-êîððåëÿöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè,ñîâïàäàþò ñ ðàçìåðàìè ýòèõ æå êëàñòåðîâ, ïîëó÷åííûõñ ïîìîùüþ ÀÑÌ.Ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äîáàâëåíèè ñîëè Eu3 (NO3)3 âðàñòâîðû àëüáóìèíà ðàçìåðû ðàññåèâàþùèõ ÷àñòèöóâåëè÷èâàþòñÿ ïðèìåðíî â 20 ðàç.Îáíàðóæåíî, ÷òî â ïðîöåññå îáðàçîâàíèÿ íàíîêëà-ñòåðîâ â ðàñòâîðàõ àëüáóìèíà, ñîäåðæàùèõ èîíû K+è Eu+++ , íàáëþäàåòñÿ íàñûùåíèå (ðàçìåð ÷àñòèö íåèçìåíÿåòñÿ) ïðè èîííîé ñèëå ïîðàÿäêà 0.001 ìîëü/ë,÷òî ñîîòâåòñòâóåò ÏÄÊ äëÿ ýòèõ ìåòàëëîâ.Òàêèì îáðàçîì, íàìè îáíàðóæåí è îáúÿñíåí ìåõà-íèçì îáðàçîâàíèÿ íàíîðàçìåðíûõ äèïîëüíûõ êëàñòåðîââ ðàñòâîðàõ áåëêîâ, ñîäåðæàùèõ ðàçëè÷íûå èîíû ìå-òàëëîâ [2�4℄.Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îáðàçîâàíèå áåëêîâûõêëàñòåðîâ â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà ïîä äåéñòâèåì òÿæåëûõìåòàëëîâ ïðèâîäèò ê íàðóøåíèÿì öåëîãî ðÿäà �åðìåí-òàòèâíûõ ðåàêöèé, òðàíñïîðòíîé è èììóííîé �óíêöèéêðîâè è ëèì�û à òàêæå ê ñòðóêòóðíûì èçìåíåíèÿìðÿäà îðãàíîâ è òêàíåé.
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