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I. ВВЕДЕНИЕ

Белки в природе не изолированы от остальных компонентов живой
материи и, как правило, функционируют в составе тех или иных над&
молекулярных ансамблей, которые являются основой молекулярной
организации биологических систем. Надмолекулярные структуры
играют важную роль во многих биохимических процессах (фолдинг
белков, транспорт, биосинтез) [17, 18, 20, 83, 91]. Регуляция каталити&
ческой активности и стабильности ферментов in vivo часто осущест&
вляется именно посредством образования надмолекулярных ансамб&
лей, включающих вещества различной природы. В настоящем обзоре
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рассмотрены белок&содержащие нековалентные комплексы с основ&
ными классами природных и синтетическиx соединений и физико&хи&
мические методы исследования их структуры. Подробно рассмотрены
флуоресцентные методы анализа. Одним из наиболее информативных
при исследовании структуры надмолекулярных ансамблей является
метод разрешенно&временной флуоресцентной анизотропии (РВФА).
Благодаря высокой чувствительности и уникальной возможности
следить за общими динамическими свойствами комплекса, метод поз&
воляет получить детальную информацию о структурной организации
белок&содержащих надмолекулярных ансамблей.

II. КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ С ОСНОВНЫМИ КЛАССАМИ
ПРИРОДНЫХ СОЕДИНЕНИЙ, БИОЛОГИЧЕСКИЕ

ФУНКЦИИ И ОСОБЕННОСТИ СТРУКТУРЫ КОМПЛЕКСОВ

КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ С УГЛЕВОДАМИ

Углевод&белковые взаимодействия играют важную роль во многих
биологических процессах. Например, специфическое взаимодействие
белков с гликолипидами или гликопротеинами цитоплазматической
мембраны клеток лежит в основе механизма клеточного узнавания.
Полидентантные углевод&связывающие белки называются лектинами.
В настоящий момент выделено несколько сотен различных лектинов,
среди которых наиболее изучены растительные. Лектины не проявляют
каталитической активности. Их основной функцией является спо&
собность узнавать и связываться со специфическими углеводными
остатками. Различают два типа лектинов: интегральные (мембранные)
и растворимые [41]. Многие лектины сами содержат углеводную
часть. Для большинства лектинов характерно высокое содержание
β&структур и низкое – α&спиралей [47, 57, 138]. Так, например, conA
(«all&β&protein»), содержит 51% β&структурных областей и лишь 2%
α&спиральных [34, 136]. Vicia faba lectin содержит 40–57% β&cтрук&
туры и 4–23% α&cпиралей. Причем при специфическом взаимодейст&
вии лектина с углеводами, например, с N&ацетил&D&глюкозамином,
содержание β&cтруктуры увеличивается [47]. Обычно лектины состоят
из двух или более субъединиц, которые могут быть ковалентно связаны
дисульфидными мостиками [56, 57, 118]. Как правило, каждая
субъединица содержит один углевод&связывающий центр. Такие цент&
ры эквивалентны и проявляют одинаковую специфичность. Наличие
более чем одного углевод&связывающего центра обуславливает
способность лектинов вызывать агглютинацию клеток или рецеп&
тор&содержащих искусственных бислоев [32, 68]. Моновалентные
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лектины, такие как рицин или RCA
11

 из касторовых бобов [35, 124],
способны связываться с гликорецепторами, но не вызывают реакцию
агглютинации. Связывающий центр лектинов обычно представляет
собой вытянутый участок, что обуславливает возможность одновре&
менного взаимодействия с лектином нескольких гликозидных остат&
ков. Взаимодействие лектинов с углевод&несущими молекулами
осуществляется, в основном, посредством водородных связей [38, 111].
Например, связывание сonA с рецептором осуществляется при взаи&
модействии лектина с маннозидными гидроксильными группами с
образованием водородной связи между концевым остатком маннозы
и связывающим центром лектина [36, 115]. Гидрофобные взаимодей&
ствия также вносят существенный вклад в стабилизацию структуры
комплексов [35, 60].

КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ С ЛИПИДАМИ

Липопротеиновые комплексы (ЛП) образуются за счет гидрофоб&
ных и электростатических взаимодействий между липидами и специ&
фическими белками, аполипопротеинами. ЛП разделяют на свобод&
ные или растворимые в воде (ЛП плазмы крови, молока, желтка яиц и
др.) и нерастворимые – структурные (ЛП клеточных мембран,
хлоропластов растений) [14, 94].

Свободные ЛП играют важную роль в метаболизме и транспорте
липидов (триацилглицеринов, фосфолипидов, холестерина и холесте&
ридов). Среди них наиболее изучены ЛП плазмы крови. Такие ЛП
состоят из ядра, образованного эфирами холестерина и триацилгли&
церинов, которое окружено мономолекулярным слоем холестерина,
фосфолипидов и гидрофильной частью белковых молекул. Различные
комбинации липидов и аполипопротеинов образуют ЛП частицы
различной плотности: хиломикроны, ЛП очень низкой плотности, ЛП
низкой плотности и ЛП высокой плотности. ЛП низкой плотности
характеризуются наиболее высоким содержанием холестерина (~10%
в пересчете на сухой вес частицы) и являются транспортной формой
липидов в крови, наиболее обогащенной холестерином. ЛП высокой
плотности характеризуются низким содержанием холестерина и
обогащены белковым компонентом (~55% в пересчете на сухой вес
частицы). Белковые компоненты ЛП действуют как сигнальные
молекулы, индуцирующие связывание ЛП с клеточными рецепто&
рами и регулирующие активность ферментов, действующих на ЛП
(липопротеинлипазу и лецитин&холестерол ацилтрансферазу) [85].

Структурные ЛП входят в состав биологических мембран. Соот&
ношение липиды:белки (по массе) в биологических мембранах варьи&
рует от 4 : 1 до 1:3. Основными липидными компонентами биологи&
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ческих мембран являются фосфолипиды, гликолипиды и стерины.
Распределение липидов и белков в биологических мембранах неод&
нородно. Обширные участки липидного бислоя, c низким содержа&
нием белкового компонента, могут чередоваться с участками, характе&
ризующимися высоким содержанием белка, в которых липиды рас&
полагаются в виде отдельных островков между белковыми молеку&
лами. Специфические взаимодействия между белками приводят к об&
разованию белковых ассоциатов, которые часто окружены липидами
определенного типа. Такие ЛП участки, характеризующиеся опреде&
ленным составом, удается выделить при фрагментации мембран [8].

Мембранные белки участвуют в рецепции гормональных и анти&
генных сигналов, выполняют транспортные функции, служат катали&
заторами протекающих в мембранах и на их поверхности реакций.
Мембранные белки делятся на интегральные и периферические (или
поверхностные). Последние сравнительно слабо связаны с мембраной
и отделяются от нее в мягких условиях, например при повышении
ионной силы раствора. Периферические белки по своим свойствам
мало отличаются от обычных водорастворимых белков. Интегральные
белки прочно связаны с мембраной, плохо растворимы в воде и склон&
ны к образованию ассоциатов. Структурной особенностью интеграль&
ных белков является наличие в их полипептидной цепи протяженных
участков с преобладающим содержанием неполярных аминокислот.
Как правило, эти участки имеют конформацию α&спирали, на внеш&
ней стороне которой расположены боковые неполярные группы
аминокислотных остатков, в результате чего вся спираль приобретает
гидрофобный характер. Доля α&спиральных участков в мембранных
белках высока (30–50%), остальная часть полипептидной цепи нахо&
дится преимущественно в форме неупорядоченного клубка. Типичные
примеры белков, которые удерживаются в мембранах благодаря гид&
рофобному α&спиральному участку полипептидной цепи – цитохром
b

5
&редуктаза, цитохром b

5
, АТФазы [12, 84, 99, 128].

Для изучения мембранных свойств белков и моделирования раз&
личных ферментативных, транспортных и рецепторных функций
клеточных мембран часто используют искусственные комплексы:
протеолипосомы, а также белок&содержащие мицеллярные системы.
Липосомы представляют собой концентрические замкнутые липид&
ные бислои, внутренний объем которых изолирован от внешней среды.
Мицеллы – это сферические частицы, образованные ассоциатами
дифильных молекул ПАВ. В полярных растворителях существуют
прямые мицеллы, в которых гидрофобные части молекул ПАВ обра&
зуют ядро мицеллы, а полярные группы находятся на поверхности.
При растворении молекул ПАВ в неполярных органических раство&
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рителях и добавлении воды в систему образуются обращенные
мицеллы ПАВ, ядро которых образовано полярными группами. В
таких системах возможна солюбилизация водных растворов фермен&
тов, с сохранением их каталитической активности и субстратной
специфичности [9, 78, 86, 89, 90, 94, 95].

БЕЛОК–БЕЛКОВЫЕ КОМПЛЕКСЫ

Белок–белковые комплексы делятся на гомосубъединичные (или
олигомерные белки) и гетеросубъединичные (или сложные белки) [26].
Среди белков первого типа наиболее распространены димеры, тетра&
меры и октамеры [73]. Большинство олигомерных белков существуют
только в виде перманентных комплексов. В водных растворах крайне
сложно разделить олигомерные белки на мономеры, сохранив их
нативную структуру. Эффективным методом исследования олигомер&
ных белков является использование системы обращенных мицелл
ПАВ. Такие системы позволяют регулировать каталитическую актив&
ность, стабильность и специфичность ферментов, а также олигомер&
ный состав белков. Для целого ряда олигомерных ферментов (лактат&
дегидрогеназы (ЛДГ) из мышц свиньи, глицеральдегид&3&фосфатде&
гидрогеназы (ГАФД) из мышц кролика, пенициллинацилазы из Esche'
richia coli, щелочной фосфатазы из кишечника теленка [74, 75, 100,
107]) было найдено, что в системах обращенных мицелл ПАВ можно
в мягких условиях осуществить диссоциацию комплексов. В зависи&
мости от степени гидратации мицелл, w

o
= [H

2
O/[ПАВ], образуются

различные олигомерные формы белка. Каждой функциональной
форме фермента в системе обращенных мицелл отвечает свой макси&
мум на кривой зависимости каталитической активности от степени
гидратации ПАВ. Эти максимумы соответствуют размеру внутренней
полости белок&содержащих обращенных мицелл ПАВ [74, 75, 100,
107]. Например, формиатдегидрогеназа (ФДГ) в водном растворе
функционирует в виде димера (ММ 80 кДа) [105]. В системе обращен&
ных мицелл АОТ в октане ФДГ характеризуется тремя оптимумами
на профиле зависимости каталитической активности от степени
гидратации ПАВ. Методом скоростной седиментации было показано,
что первый оптимум каталитической активности соответствует функ&
ционированию мономерной формы фермента, второй – димерной,
третий – октамерной [15].

Использование системы обращенных мицелл ПАВ позволяет
также конструировать различные гомо& и гетеросубъединичные бел&
ковые комплексы & осуществлять надмолекулярный дизайн. Ярким
примером этого является образование в системе обращенных мицелл
АОТ в октане гетерокомплесов ЛДГ и ГАФД. При степени гидратации
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мицелл, равной 20, ЛДГ и ГАФД образуют комплекс ЛДГ–ГАФД в
соотношении 1:1; при степени гидратации мицелл, равной 35, соотно&
шение в комплексе составляет 4:2 (рис. 1) [87].

В качестве примера белок&белковых гетерокомплексов приведем
также иммунокомплексы (Ag–Ab). Образование специфического
комплекса Ag–Ab (в данном случае речь идет о комплексах иммуно&
глобулинов (Ig) с соответствующими белками), обеспечивается,
главным образом, гидрофобными взаимодействиями. Вклад в связы&
вание антигена вносят также водородные связи и электростатические
взаимодействия. Прочность комплексов Ag–Ab обусловлена образо&
ванием множественных контактов. Константы диссоциации комп&
лексов (K

D
) изменяются в диапазоне 10–5–10–11 М. Минимальные зна&

чения K
D

 характерны для гидрофобных антигенов [10, 21].

Рис. 1. Образование гомо& и гетеродимерных надмолекулярных структур:
D&глицеральдегид&3&фосфатдегидрогеназы (ГАФД), лактатдегидрогеназы
(ЛДГ), гетерокомплесов ЛДГ&ГАФД в системе обращенных мицелл АОТ в
октане.

а – зависимость каталитической активности от w0 = [H2О]/[ПАВ];

б – седиментационный анализ; в – состав белок&содержащих мицелл [87].
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Более сложные гетерокомплексы образуются в мультиферментных
системах, катализирующих цепи последовательных реакций. В таких
системах субстрат и промежуточные соединения от начала до конца
метаболического цикла не покидают комплекс. Классификация муль&
тиферментных систем обсуждается в работе [91]. Различают три типа
систем: мультиферментые комплексы (нековалентные ассоциаты бел&
ков), мультиферментные конъюгаты и мембрано&связанные мульти&
ферментные системы. Примером мультиферментных комплексов
являются рассмотренные в работе Б.И.Курганова [18, 91] динамичес&
кие комплексы ферментов, которые способны связывать одни и те же
метаболиты. В таких системах осуществляется прямая передача
интермедиата от активного центра одного фермента к активному центру
другого посредством образования тройного комплекса, содержащего
оба фермента и метаболит. Было показано [18], что такой механизм
прямой передачи интермедиата реализуется для NAD&зависимых
дегидрогеназ, а также ферментов, участвующих в гликолизе. Так, при
высоких концентрациях фруктозо&1,6&бисфосфата фруктозобис&
фосфат&альдолаза образует комплекс с димерной формой ГАФД, что
приводит к активации фермента, т.к. димер ГАФД характеризуется
более высокой каталитической активностью по сравнению с тетра&
мером. В таком комплексе происходит прямой перенос глицеральде&
гид&3&фосфата, образующегося из фруктозо&1,6&бисфосфата, на
активный центр ГАФД, благодаря чему исключается выход глицер&
альдегид&3&фосфата в объем и его гидратация.

Примером мультиферментных комплексов и одновременно муль&
тиферментных конъюгатов (в зависимости от источника) может
служить комплекс СЖК, синтаза жирных кислот, состоящий из семи
ферментов и катализирующий восемь реакций цикла биосинтеза
жирных кислот [85]. В случае бактериальных клеток Е. coli и клеток
высших растений, СЖК состоит из семи отдельных ферментов,
каждый из которых содержит один активный центр. СЖК из дрожжей
состоит из двух полипептидных цепей, содержащих семь активных
центров. А в случае позвоночных животных наблюдается полная
интеграция ферментов в комплексе: СЖК представляет собой муль&
тиферментный комплекс, состоящий из одной огромной полипептид&
ной цепи (ММ 240 кДа) и содержащий по&прежнему семь активных
центров. Причем активная форма такой системы – димер с ММ 480
кДа [85].

К наиболее организованным системам относятся метаболоны —
мультиферментные системы, связанные с крупными надмолекуляр&
ными структурами, например, рибосомами или мембранами. Основ&
ное значение таких комплексов заключается в возможности регуля&
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ции их функционирования как единого целого в зависимости от
функционального состояния клетки. Важную роль в регуляции играет
участок клеточной субструктуры, на котором адсорбирован комплекс
и через который могут поступать те или иные сигналы. Примерами
метаболонов могут служить метаболон цикла трикорбоновых кислот,
комплексы гликолитических и фосфорилирующих ферментов. Фер&
менты располагаются в мембране в определенном порядке, что делает
возможным последовательное протекание реакций метаболического
пути. Многие мультиферментные системы способны автоматически
поддерживать требуемую скорость суммарной реакции. В таких сис&
темах конечный продукт последовательности реакций является
ингибитором первого фермента. В результате этого скорость всего
процесса определяется стационарной концентрацией конечного
продукта [18, 20, 22, 85, 91].

КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ С НУКЛЕИНОВЫМИ КИСЛОТАМИ

Нуклеопротеиды содержатся в каждой клетке и выполняют функ&
ции, связанные с хранением и реализацией генетической информа&
ции. Нуклеопротеидные комплексы стабилизированы водородными
связями, электростатическими и гидрофобными взаимодействиями.
Диссоциацию комплексов вызывает высокая ионная сила раствора,
присутствие мочевины, ионных ПАВ. Взаимодействия НК с белками
делят на специфические (нуклеиново&белковое узнавание), когда
белок связан с участком НК строго определенной нуклеотидной
последовательности, и неспецифические. Специфические взаимо&
действия лежат в основе способности самосборки нуклеопротеидных
комплексов: структура комплекса может быть полностью реконст&
руирована из его отдельных компонентов [20]. Kомплексообразование
часто сопровождается сильными изменениями конформации НК, а
иногда и белков, причем в составе комплекса нуклеиновая кислота
имеет, как правило, существенно более компактную структуру, чем в
изолированном виде [1–3].

Примером комплексов белков с ДНК может служить хроматин &
комплекс ДНК с гистонами. Гистоны – группа сильноосновных бел&
ков (pI 9,5–12), – являются основными белковыми компонентами
хромосом, участвуют в транскрипции и репликации. Гистоны при
взаимодействии с ДНК образуют цепочку нуклеосом, представляю&
щих собой сферические частицы, состоящие из октамерных агрегатов
молекул гистонов, окруженных участком ДНК. Нуклеосомы явля&
ются структурными единицами хроматина и образуют низший уровень
упаковки ДНК в хромосоме [20, 55, 96, 103].
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В качестве примеров комплексов белков с РНК можно привести
рибосомы, специфические и неспецифические комплексы матрич&
ных РНК с белками. К специфическим относятся комплексы мРНК
с мРНК&связывающими белками: факторами инициации трансля&
ции, специфическими репрессорами и активаторами трансляции,
факторами, маскирующими мРНК и другими [24]. Помимо РНК&свя&
зывающих белков, специфически узнающих определенные последо&
вательности и структурные элементы мРНК, ряд белков взаимодейст&
вует со всеми мРНК в цитоплазме, образуя информосомы [116]. Среди
мажорных белков, связанных с мРНК, преобладают белки семейства
р50 (mRNP–CP). Считается, что роль этих белков заключается в
структурировании и упаковке мРНК в мРНП частицы, независимо
от последовательности мРНК [117, 121].

КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ С СИНТЕТИЧЕСКИМИ
ПОЛИЭЛЕКТРОЛИТАМИ

Комплексы белков с синтетическими полиэлектролитами (ПЭ)
спонтанно образуются, главным образом, за счет электростатических
взаимодействий. Белок–ПЭ комплексы устойчивы в широком интер&
вале значений рН и ионной силы и отличаются высокой стабиль&
ностью благодаря кооперативному характеру взаимодействия [11, 13].
В водном растворе образование комплекса с ПЭ, как правило, не при&
водит к изменению конформации белка и каталитических парамет&
ров ферментов [11, 13, 59, 80, 82]. Различия в конформациях сво&
бодного белка и белка в комплексе с ПЭ наблюдаются лишь в денату&
рирующих условиях — в водно&органических смесях с высоким содер&
жанием органического растворителя (более 50 об.%) [80, 82] и при
повышенной температуре [88]. Например, в случае комплекса α&химо&
трипсина (ХТ) с полиметакриловой кислотой, предварительно обра&
зованного в водном растворе, вторичная структура белка остается
неизменной в более широком интервале концентраций органического
растворителя, чем в случае свободного фермента (рис. 2). Было
найдено, что полиэлектролит стабилизирует ту конформацию белка,
которая существует в условиях образования комплекса. Этот факт
делает комплексообразование с ПЭ одним из наиболее эффективных
и универсальных методов стабилизации белков и в частности, фер&
ментов [59, 80].

Белок–ПЭ комплексы могут являться моделью неспецифических
нуклеопротеидных комплексов, образованных за счет электроста&
тического взаимодействия. Преимущества такого моделирования
заключаются в том, что оно позволяет исследовать зависимость физи&
ко&химических свойств комплекса при варьировании в широких пре&
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делах длины цепи ПЭ, знака и плотности зарядов на ПЭ и т.д. Кроме
того, такие системы легко образуются, оптически прозрачны и удобны
для исследования физико&химическими методами.

Наиболее высокая конформационная стабильность фермента в
комплексе, по&видимому, может быть достигнута при образовании
тройных комплексов белок–полианион–поликатион [4], в которых
белок связан с обоими ПЭ. Образование таких комплексов происхо&
дит при условии низкой плотности заряда на том ПЭ, который вносят
в систему последним. В этом случае «последний» ПЭ комплементарен
белку, у которого плотность заряда низкая, и некомплементарен «пер&
вому» ПЭ с высокой плотностью заряда. Так, было показано, что вклю&
чение ХТ в тройной комплекс с поликатионом, ионеном 10&10, и поли&

Рис. 2. Спектры кругового дихроизма в дальней УФ области для свободного
α&химотрипсина (ХТ) (а) и комплекса ХТ с полиметакриловой кислотой (ПМА)
(б) в системе вода–этанол.

Соотношение ХТ/ПМА по весу 4/1. Концентрации этанола, об. %. а: 1 – 0;
2 – 20; 3 – 30; 4 – 50. б: 1 – 0; 2 – 20; 3 – 50; (4) – 70. Условия эксперимента: 5
мM MOPS, pH 7,5; t  = 20 oC; [ХT] = 4 мкM [82].
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акриловой кислотой (ПАК) приво&
дит к дополнительной стабилиза&
ции фермента по сравнению с
двойными комплексами в области
существования суспензий биока&
тализатора (рис. 3). Тройные комп&
лексы способствуют также повы&
шению растворимости белков в
неполярных органических раство&
рителях, поскольку большая часть
зарядов на белке и на ПЭ ском&
пенсирована в результате тройного
комплексообразования. Интерес&
но отметить, что рассмотренная
система тройных комплексов бе&
лок–ПА–ПК может в определен&
ном приближении рассматривать&
ся как модельная система при изу&
чении комплексообразования гис&
тонов с ДНК при участии шапе&
ронов. Например, взаимодействие
кислого ядерного белка нуклео&
плазмина при образовании нуклео&
сом необходимо для уменьшения
взаимного электростатического отталкивания гистонов (которое
обусловлено избытком положительно заряженных групп) и, с другой
стороны, для предотвращения неупорядоченной агрегации гистонов
с ДНК, т.е., в конечном итоге, для образования правильной структуры
комплекса [20].

КОМПЛЕКСЫ БЕЛКОВ С ПРИРОДНЫМИ ОЛИГОАМИНАМИ

Многоточечное электростатическое взаимодействие с белком
реализуется также при образовании комплексов с низкомолекуляр&
ными природными аналогами ПЭ – олигоаминами (ОА). Природные
олигоамины играют существенную роль в регуляции процессов кле&
точного роста и дифференцирования клеток, биосинтеза белка, а
также влияют на активность некоторых ферментов [97, 120]. Напри&
мер, каталитическая активность АМФ&независимых протеинкиназ,
аминоацил&тРНК&синтетаз и др. ферментов регулируется ОА. Меха&
низм влияния ОА на активность ферментов связан с нейтрализацией
заряженных групп белка, что может приводить к конформационным
изменениям. В ряде случаев активирующая роль ОА связана с их

Рис. 3. Зависимость выхода эти&
лового эфира N&ацетил&L&тиро&
зин&L&лейцина от времени реакции
в системе, содержащей 60 об. % ди&
метилформамида (ДМФ), 34 об.%
ацетонитрила и 6 об.% воды.

Свободный α&химотрипсин (ХТ)
(кривая 3); ХТ в двойном комп&
лексе с полиакриловой кислотой
(ПАК) (кривая 2); ХТ в тройном
комплексе с ионеном&10,10 и ПАК
(кривая 1) [4].
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действием не на фермент, а на
конформацию высокомолеку&
лярных белковых субстратов
(например, казеина или РНК
полимеразы&I) [64, 110]. Муль&
тифункциональность биологи&
ческой активности обусловлена
особенностями сруктуры олиго&
аминов. Заряды распределены по
длине цепи, что определяет их
способность связываться с участ&
ками макромолекул, находящи&
мися на определенном расстоя&
нии друг от друга. При взаимо&
действии с противоположно за&
ряженными группами поверх&
ности белка олигоамины, как и
ПЭ, образуют комплексы, в кото&
рых конформация фермента ста&
билизирована [81, 97]. Низкая
степень полимеризации ОА поз&
воляет определять термодина&
мическую стабильность и сте&
хиометрию таких комплексов и
исследовать механизм влияния

комплексообразования на каталитическую активность фермента [81].
Было найдено, что неспецифическое комплексообразование ХТ с ОА,
спермином, спермидином и путресцином, приводит к стабилизации
фермента в гомогенных водно&органических смесях и к увеличению
его каталитической активности при умеренных концентрациях
органических растворителей (10–30 об.%) (рис. 4). Эффективность
стабилизации и активации фермента при комплексообразовании
определяется числом молекул ОА, связанных на поверхности ХТ.
Константы диссоциации неспецифических комплексов ХТ–ОА в
водном растворе составляют 0,05&0,18 мкМ, в зависимости от длины
цепи ОА, а в 20% этаноле – примерно в 200 раз меньше. Такое
существенное увеличение прочности комплексов при переходе от
водного раствора к водно&органической смеси обусловлено усилением
электростатических взаимодействий при уменьшении полярности
среды. Вследствие этих же причин, существенно отличается и стехио&
метрический состав комплексов ХТ–ОА в водном растворе и в
водно&органической смеси: число молекул ОА связанных с белком в

Рис. 4. Зависимость каталитической
активности свободного α&химотрипси&
на (ХТ) (кривая 1) и ХТ в комплексе с
олигоаминами различной длины цепи
(кривые 2–4) в реакции гидролиза
пара&нитроанилида N&бензоил&L&ти&
розина от концентрации этанола в сис&
теме вода–этанол.  ХТ–путресцин (кри&
вая 2); ХТ–спермидин (кривая 3); ХТ–
спермин (кривая 4).

Условия эксперимента: 5 мM Mops,
pH 7,5; t = 20oC; [ХT] = 1 мкM [81].
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водном растворе варьирует от 2 до 9, в зависимости от ОА, в то время
как в 20% этаноле – от 15 до 30. Предполагаемый механизм стабили&
зации – это фиксирование каталитически активной конформации
фермента в результате электростатического взаимодействия с ОА и
экранирование поверхности белка от прямого контакта с органичес&
ким растворителем.

Данные о рассмотренных комплексах белков с высоко& и низкомо&
лекулярными соединениями суммированы в табл. 1.

III. ФИЗИКО�ХИМИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ АНАЛИЗА
СТРУКТУРЫ БЕЛОК�СОДЕРЖАЩИХ КОМПЛЕКСОВ.

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ МЕТОДЫ

Для понимания процессов, протекающих с участием белок&содер&
жащих комплексов, важно не только следить за функциональной
активностью белков, но и располагать достоверной информацией о
пространственной структуре всего комплекса и белка в нем. Для этого
используют различные физико&химические методы. Основные
методы, а также, получаемая при их использовании информация,
суммированы в табл. 2.

При исследовании структуры белков в растворе широко приме&
няются флуоресцентные методы (рис. 5) [44, 84]. Преимуществами
этих методов являются высокая чувствительность и информативность
[84]. Широкое разнообразие флуоресцентных методов анализа позво&
ляет подобрать метод или комбинацию методов, наиболее подходящих
для исследуемой системы.

МЕТОД ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ

Метод флуоресцентной спектроскопии является одним из наибо&
лее распространенных для изучения физико&химических свойств
биологических систем [6, 84] и, в частности, структуры белков. Этот
метод позволяет следить за изменениями в микроокружении собст&
венных флуорофоров белка или введенной флуоресцентной метки.
Белки содержат три аминокислотных остатка, которые вносят основ&
ной вклад в собственную флуоресценцию белка (тирозин, фенилала&
нин и триптофан). Собственная флуоресценция большинства белков
обусловлена, в первую очередь, триптофановыми остатками. Для селек&
тивного возбуждения остатков триптофана используется диапазон
длин волн 295–305 нм, в котором поглощение тирозина и фенилала&
нина минимально. Флуоресцентные свойства триптофана крайне
чувствительны к изменению его микроокружения, и главным образом,
полярности. В соответствии с этим, комплексообразование с низкомо&
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Рис. 5.  Флуоресцентные методы анализа структуры белков.
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лекулярными лигандами и макромолекулами, денатурация, агрегация
и другие процессы существенным образом влияют на спектры флуо&
ресценции белков. Например, при термоденатурации ХТ триптофа&
новые остатки переходят из гидрофобных областей белка в полярное
водное микроокружение. В результате этого λ

мах
 собственной флуорес&

ценции белка сдвигается в сторону больших длин волн (от 333 до 340
нм), а интенсивность флуоресценции увеличивается в два раза. Следу&
ет учесть, что триптофан в свободном состоянии (этиловый эфир N&аце&
тил&L&триптофана) характеризуется в водном растворе λ

мах
 354 нм.

Высокая чувствительность метода (10–6–10–7 М по белку) поз&
воляет исследовать разбавленные растворы, что важно при изучении
структуры склонных к агрегации белков, а также в случае, когда
необходимо следить за структурой фермента в условиях определения
его каталитической активности (обычно это концентрации белка
10–6–10–7 М) [122].

Однако детальный анализ собственной флуоресценции белков
затрудняется как обилием факторов, влияющих на флуоресценцию
триптофана, так и наличием в белках нескольких остатков трипто&
фана, различающихся микроокружением и степенью экспонирован&
ности. Например, в молекуле ХТ имеется 8 триптофановых остатков,
которые делятся на три типа по степени экспонированности, мик&
роокружению, и, соответственно, по величинам флуоресцентных
времен жизни и длинам волн максимума спектра флуоресценции (λ

мах
)

[49]. Два остатка триптофана (Trp&172 и Trp&215) характеризуются
временем жизни флуоресценции φ

1 
= 150 пс и λ

мах
 флуоресценции 325

нм. Триптофановые остатки (Trp&51 и Trp&237) имеют время жизни
1,45 нс и λ

мах
 332 нм. Оставшимся четырем триптофанам (Trp&27, &29,

&141, &207) соответствует время жизни 4,2 нс и λ
мах 

= 343 нм. Спектры
испускания остатков перекрываются во всем используемом диапазо&
не длин волн, в связи с чем крайне сложно разделить спектральные
вклады каждого из них (рис. 6). Более того, спектры испускания сложны
даже в случае белков, содержащих один триптофановый остаток [84].

Анализ спектральных изменений собственной флуоресценции
белков еще более усложняется при изучении многокомпонентных
систем. Например, присутствие органического растворителя приво&
дит к двум противоположным эффектам, влияющим как на интен&
сивность флуоресценции, так и на величину λ

макс. 
Экспонирование на

поверхность триптофановых остатков, находившихся во внутренних
областях белковой глобулы, приводит к сдвигу λ

мах
 в сторону больших

длин волн и, как правило, увеличению интенсивности флуоресценции.
Переход экспонированных триптофановых остатков в менее полярное
окружение при увеличении концентрации органического растворителя
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приводит к сдвигу λ
мах

 в сторону
меньших длин волн и, как пра&
вило, также к увеличению интен&
сивности флуоресценции. Кроме
того, при высоких концентра&
циях органического раствори&
теля возможно влияние агрега&
ции на интенсивность флуорес&
ценции и положение λ

макс
. В ка&

честве примера приведем зави&
симость λ

макс
 флуоресценции мо&

ноклональных антител против
циклоспорина А от концентра&
ции этанола в системе (рис. 7а).
Такая колоколообразная зависи&
мость λ

макс
 флуоресценции от кон&

центрации органического раст&
ворителя характерна для белков,
претерпевающих конформаци&
онные изменения в водно&орга&
нических смесях. Восходящая
ветвь кривой соответствует экс&
понированию триптофановых
остатков в раствор, вызванного
денатурацией белка [56], нисхо&
дящая ветвь – уменьшению по&
лярности микроокружения экс&
понированных триптофановых
остатков белка при увеличении
концентрации этанола, как это
наблюдается в случае модель&
ного соединения – этилового
эфира N&ацетил&L&триптофана
(рис. 7б). Отметим, что изме&
нения в спектрах собственной

Рис. 7. Зависимость длины волны
максимума флуоресценции монокло&
нальных антител против циклоспо&
рина А (а) и этилового эфира N&аце&
тил&L&триптофана (б) от концентра&
ции этанола в системе. Условия экспе&
римента: t = 20 oC; концентрация ан&
тител 0,05 мкM; длина волны возбуж&
дения 295 нм [56].

Рис. 6. Спектр собственной флуорес&
ценции α&химотрипсина (ХТ) (кри&
вая 1). Длина волны возбуждения 296
нм. Теоретические спектры компо&
нентов собственной флуоресценции
ХТ (кривые 3–5), полученные путем
деконволюции экспериментального
спектра (кривая 1) согласно урав&
нению (1). Кривая 2 – спектр возбуж&
дения ХТ.
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флуоресценции белков сложны для однозначной интерпретации в
плане понимания детальной структурной организации белков и
позволяют сделать в основном лишь качественные выводы о происхо&
дящих изменениях конформации.

Разделение вкладов триптофановых остатков в спектр
флуоресценции белков

Установить спектральные вклады различных триптофановых
остатков можно путем изучения кинетики затухания флуоресценции
методoм разрешенно&временной флуоресцентной спектроскопии [6,
27, 52, 84], позволяющим определить флуоресцентные времена жизни
для каждого из триптофановых остатков (τ

j
), а также с помощью

дифференциального метода анализа флуоресцентных спектров.
Преимущество последнего метода состоит в существенно большем
разрешении пиков по сравнению с интегральным спектром. Данный
метод анализа спектров наиболее широко применяется в абсорбци&
онной и ИК спектроскопии [59]. На основе анализа пространственной
структуры белка (из данных РСА) и данных по кинетике затухания
флуоресценции (или динамического тушения флуоресценции) в
спектре испускания осуществляют соотнесение флуоресцентных λ

мах
к индивидуальным триптофановым остаткам (рис. 6) [52]. Разделение
спектра флуоресценции и идентификация индивидуальных трипто&
фановых остатков основаны на предположении о влиянии микро&
окружения флуорофора на зависимость времени затухания от длины
волны. В этом случае доля интенсивности каждого остатка при любой
длине волны (I

j
(λ)) равна:

I
j
(λ) = I

ss
(λ)[α

j
τ

j 
/Σα

j
τ

j 
],          (1)

где I
ss
(λ) стационарная интенсивность флуоресценции, τ

j 
 флуорес&

центное время жизни, α
j 
–

 
относительный вклад в общую интенсив&

ность флуоресценции.
Идентификация индивидуальных триптофановых остатков в

спектрах флуоресценции позволяет получить детальную информацию
об изменении структуры белка. Однако для успешного использования
подхода требуется наличие базовых данных как по структуре, так и
по кинетике затухания флуоресценции исследуемого белка, что соз&
дает определенные сложности, особенно при исследовании малоизу&
ченных белков.

Флуоресцентные метки

Для решения вышеуказанных проблем, а также для повышения
чувствительности метода при изучении структуры биологических
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объектов широко используются флуоресцентные метки (флуорофоры,
ковалентно связанные с исследуемым биологическим объектом) и
флуоресцентные зонды (флуорофоры, нековалентно связанные с
исследуемым биологическим объектом). Классификация и флуорес&
центные свойства этих соединений подробно рассмотрены в книге
Ю.А.Владимирова [7]. В данном обзоре мы отметим, что флуорес&
центные метки обычно выбирают, исходя из следующих основных
соображений:

1. Учитывают основные характеристики флуорофоров (длины
волны возбуждения и испускания, квантовый выход и флуоресцентное
время жизни),

2. В качестве флуоресцентных меток обычно используют соеди&
нения, флуоресцентные свойства которых резко меняются при
изменении полярности среды,

3. При взаимодействии с белком метка не должна привносить
существенных изменений в структуру и свойства последнего, в част&
ности, не должен существенно изменяться гидрофильно&липофиль&
ный баланс поверхности белка,

4. Простота методики введения флуоресцентной метки (отсутствие
денатурирующих условий по отношению к белку и возможность сле&
дить за ее введением в условиях проведения реакции),

5. Полученный конъюгат должен быть стабилен, по крайней мере,
в течение нескольких суток,

6. При изучении кинетики затухания анизотропии, флуоресцент&
ное время жизни флуорофора должно быть сравнимо по порядку с
предполагаемым корреляционным временем вращением белка (см.
подробнее метод РВФА).

При взаимодействии с ферментом субстратоподобных ингиби&
торов, содержащих флуорофор, флуоресцентная метка может быть
селективно введена в активный центр. Так, для сериновых протеаз
(ХТ, трипсина, субтилизина) используют 5&диметиламинонафта&
лин&1&сульфонилфторид (дансилфторид) [40, 126]. Эта метка характе&
ризуется спектрами абсорбции и эмиссии, удаленными от спектров
собственной флуоресценции белка (триптофана и тирозина). К преи&
муществам дансилфторида относится также высокий квантовый
выход. В случае ХТ наиболее удобной является метка антранил&пара&
нитроанилид [54, 66, 82]. Длины волн максимумов абсорбции и эмис&
сии ХТ, меченного антранилом, соответственно 342 и 422 нм. За вве&
дением метки легко следить спектрофотометрически по выделению
пара&нитроанилина. При этом исходное соединение, антранил&пара&
нитроанилид, не имеет флуоресценции и не гидролизуется в ходе реакции.
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Во многих случаях связывание белков с субстратами, взаимодей&
ствие с мембранами и агрегация белков приводят к сдвигу в их спектре
испускания. Так, максимум испускания лизоцима сдвигается от 340
до 331 нм при связывании субстрата, три&N&ацетил&D&глюкозамина.
Этот сдвиг связан с экранированием триптофановых остатков в
активном центре фермента от молекул воды [84]. Значительные
изменения в спектре собственной флуоресценции белка наблюдаются
при образовании тетрамера меллитина, белка пчелиного яда, при
увеличении ионной силы раствора: длина волны максимума испус&
кания триптофанового остатка меллитина (мономер меллитина
содержит один триптофановый остаток) сдвигается в сторону более
коротких длин волн более чем на 10 нм. ХТ, меченный по активному
центру антранильной группой (А–ХТ), характеризуется в водном
растворе λ

мах 
флуоресценции 422 нм [54]. При образовании комплекса

А–ХТ с полиметакриловой кислотой (ПМА) происходит сдвиг λ
мах

на 8 нм в сторону больших длин волн (430 нм) [82]. Интересно отметить,
что в водном растворе модельное соединение (антранил&пара&нитро&
анилид) характеризуется λ

мах
 флуоресценции 428 нм. Сдвиг λ

мах
,

наблюдаемый при комплексообразовании А–ХТ с ПМА, отражает
увеличение полярности микроокружения антранильной группы, что
связано с присутствием заряженных карбоксильных групп ПМА.

При изучении молекулярного механизма комплексообразования
с белками можно также следить за флуоресценцией лигандов, содер&
жащих метку [76]. Например, при связывании основного лектина из
бобов с флуоресцентно меченным галактозамином наблюдается уве&
личение интенсивности флуоресценции и сдвиг максимальной эмис&
сии флуоресценции в область более коротких длин волн. Это предпо&
лагает, что в результате связывания с белком флуорофор попадает в
гидрофобное окружение. Таким образом, было показано наличие гид&
рофобной области в углевод&связывающем центре лектина.

МЕТОДЫ ТУШЕНИЯ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ

Методы тушения флуоресценции подробно рассмотрены в работах
И. Лаковича и Ю.А.Владимирова [6, 84]. Отметим основные возмож&
ности этого метода. Обычно рассматривают два вида тушения флуо&
ресценции: статическое — связанное с образованием нефлуоресци&
рующего комплекса, и динамическое — связанное со случайными
столкновениями между флуорофором и тушителем. Статическое
тушение флуоресценции описывается уравнением:

F
0
/F = 1 +K

стат.
[Q],          (2)
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где F
0
 и F — интенсивности флуоресценции, соответственно, в отсут&

ствии и в присутствии тушителя, а [Q] — концентрация тушителя,
K

стат. 
= [F – Q]/[F] – [Q], F – Q — комплекс флуорофора с тушителем.

Динамическое тушение флуоресценции описывается уравнением
Штерна&Фольмера:

F
0
/F = 1 + kt

0
[Q] = 1+K

дин
[Q],          (3)

где τ
0 
–

 
флуоресцентное время жизни в отсутствие тушителя, k – бимо&

лекулярная константа скорости тушения, K
дин

 = kτ
0
 – константа

Штерна&Фольмера.
Данные по тушению обычно представляют в координатах F

0
/F от

[Q], так как ожидается, что F
0
/F должно линейно зависеть от концент&

рации тушителя. Линейная зависимость в координатах Штерна&Фоль&
мера указывает на существование одного типа флуорофоров, одина&
ково доступных для тушителя. При тушении триптофановых остатков
в белках полярными или заряженными тушителями, которые с трудом
могут проникнуть внутрь белковой глобулы, экспериментальная кри&
вая отклоняется от линейного вида. На этом основано использование
метода динамического тушения для определения поверхностной дос&
тупности триптофановых остатков. Примером может являться иссле&
дование тушения флуоресценции триптофановых остатков люцифе&
раз I&&, Cs+&ионами и акриламидом [27]. Тушение доступных остатков
триптофана во многих случаях позволяет различить спектры испуска&
ния внутренних и внешних остатков.

Флуоресцентная анизотропия

При возбуждении флуоресцирующего образца поляризованным
светом его испускание тоже поляризовано. Флуоресцентная анизотро&
пия является характеристикой степени поляризации образца и
выражается как разница параллельной и перпендикулярной состав&
ляющих флуоресценции в пересчете на общую интенсивность флуо&
ресценции:

r = ( I
VV

 – G×I
VH

)/( I
VV 

 + 2G×I
VH

) = (I2 – Iz)/(I2 + 2Iz),          (4)

где r – анизотропия, I
VV 

и
 
I

VH
 – экспериментально определяемые

интенсивности параллельной и перпендикулярной составляющих
флуоресценции, G = I

HV
 /I

HH
, (I2 + 2Iz) – общая интенсивность

флуоресценции.
Существует несколько причин деполяризации (уменьшения

анизотропии), среди которых основной является вращательная диф&
фузия флуорофоров. Таким образом, величину флуоресцентной
анизотропии определяет скорость вращательной диффузии флуоро&
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фора во время жизни его возбужденного состояния. Взаимосвязь между
экспериментально определяемой флуоресцентной анизотропией,
флуоресцентным временем жизни и скоростью вращательной диффу&
зии флуорофора устанавливается уравнением Перрeна:

r/r
0 
= 1 + τ/φ,          (5)

где φ – корреляционное время вращения, отражающее скорость
вращательной диффузии флуорофора, τ – флуоресцентное время
жизни, r – экспериментально определяемая флуоресцентная анизо&
тропия, r

0 
– фундаментальная анизотропия (анизотропия в отсутствие

деполяризации, обусловленной вращательной диффузией флуорофора
и переносом энергии) [84].

Данная взаимосвязь лежит в основе использования методов изме&
рения флуоресцентной анизотропии в биохимических исследованиях.
Измерение анизотропии флуоресценции используется для количест&
венной оценки денатурации и реакций ассоциации белков с лиган&
дами [131], для изучения комплексообразования с макромолекулами:
связывание антигена с антителом, ассоциация белков [109]. При комп&
лексообразовании существенно меняются размер, пространственная
структура и подвижность сегментов макромолекулы, которые сопро&
вождаются изменением флуоресцентной анизотропии. Приведем
несколько примеров исследования белок&содержащих комплексов
методом стационарной анизотропии.

Данный метод позволил изучить агрегацию ХТ в водно&органи&
ческой смеси [82]. За агрегацией фермента в системе вода–этанол
следили по увеличению флуоресцентной анизотропии белка в резуль&
тате увеличения массы и размера вращающихся частиц. Анизотропия
ХТ увеличивается, начиная с концентрации этанола 20 об.% (рис. 8).
В то же время было установлено, что при образовании комплекса ХТ
с ПМА увеличение анизотропии наблюдается при существенно более
высоких концентрациях этанола – 60 об.% и выше. Таким образом,
было показано, что комплексообразование с ПЭ приводит к расши&
рению интервала концентраций органического растворителя, в кото&

Рис. 8. Зависимость флуоресцент&
ной анизотропии свободного α&хи&
мотрипсина (ХТ) (1) и ХТ в комп&
лексе с полиметакриловой кислотой
(ПМА) (2) от концентрации этанола.
Условия эксперимента: 5 мM Mops,
pH 7,5; t = 20 oC; [ХТ] = 1 мкM.
Длина волны возбуждения 300 нм.
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ром фермент не агрегирует.
Данный эффект обусловлен
электростатическим оттал&
киванием частиц белок–ПЭ
комплексов, содержащих на
поверхности большое число
одноименно заряженных групп
ПЭ, не вовлеченных в обра&
зование электростатических
связей с поверхностью белка.

Другим интересным приме&
ром является слежение за об&
разованием компактной струк&
туры комплекса ХТ с ПМА и
определение констант диссо&
циации комплекса в системе
вода–этанол методом стацио&
нарной анизотропии [82]. В
общем случае анизотропия
макромолекул зависит как от
молекулярной массы, так и от
структуры – формы, компакт&
ности, жесткости. При взаи&
модействии ХТ с ПМА увели&
чение ММ при комплексооб&
разовании незначительно, так
как молекулярная масса ПЭ
(ПМА, ММ 300 кДа) и фер&
мента (ХТ, ММ 25 кДа) раз&
личаются более чем в 10 раз.
Основной вклад в изменение
анизотропии вносит структу&
рирование молекулы ПЭ. В
водном растворе ПМА харак&
теризуется низкой анизотро&
пией – 0,005, что соответствует высокой подвижности цепей в мо&
лекуле. Комплексообразование приводит к увеличению анизотропии
ПМА (рис. 9а), что обусловлено образованием все более и более ком&
пактной структуры ПМА по мере увеличении соотношения ХТ/ПМА
в комплексе. Максимальное значение анизотропии соответствует
наиболее компактной структуре ПМА. Полученные данные позволяет
определить константу диссоциации для комплекса. При дальнейшем

Рис. 9. а – зависимость флуоресцентной
анизотропии для свободной пирен– по&
лиметакриловой кислоты (ПМА) (кри&
вая 1) и для комплекса α&химотрипсина
(ХТ) с ПМА (кривые 2–5) от концент&
рации этанола. Соотношение ХТ/ПМА
по массе: (2) – 1/1; (3) – 4/1; (4) – 8/1;
(5) – 32/1.

б – зависимость флуоресцентной
анизотропии пирен–ПМА от концент&
рации ХТ в водном растворе. Условия
эксперимента: 5 мM Mops, pH 7,5;
t = 20 oC; [пирен–ПМА] = 0,04 мкM.
Длина волны возбуждения 340 нм [82].
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увеличении соотношения ХТ/ПМА происходит образование стехио&
метрического комплекса, в котором практически все заряды на ПЭ
скомпенсированы, и наблюдается образование осадка (рис. 9б).

В водно–этанольной смеси константа диссоциации комплекса
снижается из&за усиления электростатических взаимодействий при
уменьшении полярности среды. Вследствие этого, образование ком&
пактной структуры комплекса ХТ–ПМА, сопровождающееся увели&
чением анизотропии, происходит при более низких концентрациях
ХТ (рис. 9а).

МЕТОД РАЗРЕШЕННО&ВРЕМЕНННОЙ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ
АНИЗОТРОПИИ (РВФА)

Весьма ценную информацию о структуре белков и белок&содер&
жащих комплексов дает применение метода РВФА. Теория и техника
эксперимента в этой области получили значительное развитие в
последние годы. Метод РВФА исключительно ценен при изучении
структурной организации надмолекулярных ансамблей, поскольку
он, позволяя следить за вращательной динамикой как всего комп&
лекса, так и отдельных его фрагментов, дает детальное представление
о пространственной организации и динамике комплекса.

В РВФА эксперименте определяется величина флуоресцентной
анизотропии как функция времени:

r(t) = (I2(t) – Iz(t))/(I(t )+2I(t)),          (6)

где I2(t) и Iz(t) – наблюдаемые параллельная и перпендикулярная ком&
поненты флуоресценции относительно направления поляризации
возбуждающего луча.

Анизотропия сферических молекул, вращение которых симмет&
рично (изотропно), затухает согласно моноэкспоненциальному закону.
В общем случае «затухание» анизотропии описывается мультиэкспо&
ненциальной зависимостью:

r(t) = Σβ
j
⋅ exp(&t/φ

j
),          (7)

где φ
j 
– индивидуальные корреляционные времена вращения, отра&

жающие скорость вращательного движения флуорофора, а β
j 
– вклады

соответствующих компонентов в затухание анизотропии.
Анизотропия рассчитывается, исходя из измерения разности

интенсивностей двух компонент излучаемой флуоресценции.
Надежные значения анизотропии r(t) могут быть получены для

тех интервалов времени, при которых наблюдается интенсивная флуо&
ресценция. По этой причине в качестве метки обычно выбирают флуо&
рофоры со временем затухания, сравнимым с предполагаемым кор&
реляционным временем вращения. Если флуоресцентное время жизни



Белки в надмолекулярных ансамблях... 281

τ много меньше φ, то интенсив&
ность флуоресценции затухает
раньше, чем произойдет заметная
потеря анизотропии.

В белках существует нес&
колько причин потери анизо&
тропии (или деполяризации):
быстрое движение флуоресцент&
ной метки относительно места ее
прикрепления, более медленное
внутреннее движение сегментов
белка, медленное вращение всей
молекулы белка, очень медлен&
ное вращение белковых агрега&
тов (рис. 10), а также перенос
энергии между хромофорами [37].
Для многих белков преобладает
один вид деполяризации, связан&
ный с вращением всей молекулы
белка [54, 82, 98, 132]. В этом слу&
чае потеря анизотропии описы&
вается как моноэкспоненциаль&
ная зависимость:

r(t) = β⋅ exp(&t/φ).           (8)

При этом для глобулярных бел&
ков корреляционное время вра&
щения (φ

белка
) связано с общим

объемом белковой молекулы (V) (или с молекулярной массой белка
М) соотношением Стокса&Энштейна:

f
белка 

= hV/RT = hM(v + h)/RT,          (9)

где v – удельный объем белка; η – вязкость растворителя; h – величи&
на гидратации, R – универсальная газовая постоянная, T – абсолют&
ная температура. Например, сывороточный альбумин человека (MM
69 кДа), содержащий один триптофановый остаток, характеризуется
одним корреляционным временем вращения ϕ

1
 (26,0 нс). Теоретически

рассчитанная величина из уравнения Стокса&Энштейна для белка с
такой молекулярной массой составляет 26,5 нс и хорошо согласуется
с экспериментально наблюдаемым временем. Это указывает на то,
что триптофановый остаток альбумина вращается вместе с белком и
не имеет внутренней подвижности [98, 132]. Экспериментально опре&
деленные величины корреляционного времени вращения могут нем&

Рис. 10. Схематическое расположение
флуоресцентных времен жизни остат&
ков триптофанов в белке (а) и кор&
реляционных времен вращения, соот&
ветствующих движению независимо
вращающихся фрагментов белковой
молекулы (б), на кривых общей интен&
сивности флуоресценции (а) и флуо&
ресцентной анизотропии (б), разре&
шенных в наносекундной шкале.
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ного превышать теоретически рассчитанные значения за счет гидра&
тации белка. Обычно гидратный слой составляет 0,2 г воды на 1 г
белка [132]. Например, ХТ, меченный по активному центру антра&
нильной группой, характеризуется одним корреляционным временем
вращения (12 нс), что соответствует вращению гидратированной
белковой молекулы с массой 25 кДа [54, 82]. Отсутствие более корот&
ких корреляционных времен вращения, отражающих сегментарную
подвижность белка, связано с тем, что антранильная метка не имеет
вращательной подвижности, независимой от движения всей молекулы
белка [66].

В ряде случаев наблюдаемые значения φ в 1,3–2 раза превышают
теоретически рассчитанные [101]. Данный факт чаще всего обуслов&
лен тем, что многие белки имеют несферическую (эллипсоидную)
форму и вращение относительно более длинной оси определяет общую
скорость вращения молекулы белка. Например, овальбумин куриного
яйца имеет эллипсоидную форму и характеризуется одним корреля&
ционным временем вращения – 24 нс. Теоретически рассчитанное
значение φ для белка с ММ 45 кДа составляет 20 нс. Для белков несфе&
рической формы наблюдаются различия в корреляционных временах
вращения белка, полученных при разных длинах волн возбуждения.
Это свойство используют для выявления причин отклонения значения
f от теоретического. Например, АДГ из печени лошади – димер,
состоящий из двух идентичных субъединиц (ММ 40 кДа каждая) и
характеризующийся эллипсоидной формой с длинами полуосей 6 и
11 нм, имеет корреляционные времена вращения при длинах волн
возбуждения 300 и 295 нм, соответственно, 36 и 33 нс [132].

Многие белки проявляют два типа реориентации флуорофоров:
быстрое вращение сегмента белка, содержащего флуорофор, и более
медленное вращение всей молекулы белка. В этом случае потеря
анизотропи описывается следующим образом:

r(t) = (β
1
exp(&t/φ

внутр
 + β

1
) ⋅ exp(&t/φ

белка
))        (10)

и характеризуется двумя корреляционными временами вращения:
φ

внутр
 и φ

белка
.

Например, глутатионредуктаза из эритроцитов крови – флаво&
протеин с молекулярной массой 100 кДа – характеризуется двумя
корреляционными временами вращения: 3,6 нс и 38 нс. Долгое кор&
реляционное время соответствует вращению флуорофора (ФАДа)
вместе со всей гидратированной молекулой белка. Это согласуется с
теоретически рассчитанным значением для белка с такой молекуляр&
ной массой. Короткое время вращения отражает подвижность сег&
мента белка, связанного с ФАД [84].
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При включении в комплекс или агрегации белка, затухание анизо&
тропии приобретатет более сложный характер: появляются дополни&
тельные источники деполяризации, связанные с вращением всего
комплекса и/или его отдельных сегментов, что отражается в появлении
соответствующих корреляционных времен вращения. При этом, как
правило, изменяется динамика самого белка: подвижность его сегмен&
тов и/или всей молекулы.

Рассмотрим несколько примеров исследования белок&содержа&
щих надмолекулярных структур методом РВФА, иллюстрирующих
исключительно широкие возможности метода, а также многообразие
информации, которую он позволяет получать.

Взаимодействие мембранных белков с мицеллами и
липидными бислоями

Преимущества метода РВФА при изучении таких систем заклю&
чается в том, что он позволяет осуществлять прямые измерения дина&
мики вращательной реориентации белков при их взаимодействии с
мембранами в реальном времени. Методом РВФА было исследовано
взаимодействие поверхностного белка из бактериофага М13 с мицел&
лами SDS и малыми моноламеллярными везикулами димиристоил&
фосфатидилхолин/димиристоилфосфатидовая кислота (80/20 по
массе). За флуоресценцией следили по триптофановому остатку белка.

В случае взаимодействия белка с мицеллами спад анизотропии
характеризуется двумя корреляционными временами вращения.
Короткое корреляционное время φ

1
 (0,5 нс) отражает быстрый деполя&

ризационный процесс внутри белка, долгое – φ
2
 (9,8 нс) – соответст&

вует вращению всей мицеллы, содержащей белок (φ
белок+мицелла

). Это
корреляционное время связано с динамическим объемом белок&содер&
жащей мицеллы уравнением Стокса&Энштейна:

V
общий 

= RTφ
белок+мицелла

/η,        (11)

где V – динамический объем вращающейся частицы, η – вязкость
растворителя.

Исходя из величины динамического объема (V), можно оценить
число молекул ПАВ (n) в каждой белок&содержащей мицелле в соот&
ветствии с уравнением:

V
общий 

= 2M
prot

(v
pro

 + h) + nM
SDS

(v
SDS

 + h),        (12)

где v – парциальные сферические объемы (v
prot

= 0,74 см3/г, v
SDS

  = 0,87
см3/г), h – величина гидратации.

Было установлено, что мицеллу, содержащую две молекулы белка,
образуют 57 молекул SDS.
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Для получения информации о форме вращающейся частицы изу&
чают зависимость общего корреляционного времени вращения от
температуры. Например, для данной системы было найдено, что
φ

белок+мицелла
 зависит от температуры, причем таким образом, что дина&

мический объем комплекса (V
общий 

= RT φ
белок+мицелла

/h) остается посто&
янным. Это указывает на то, что белок&содержащие мицеллы враща&
ются в виде компактных сферических частиц [46].

В случае комплекса белка М13 с везикулами динамический объем
всего белок&содержащего комплекса определить не удается, так как
движение всего комплекса не вносит существенного вклада в сниже&
ние анизотропии в исследуемой временной шкале и проявляется только
в том, что анизотропия не падает до нуля. Из&за слишком медленного
движения комплекса его корреляционное время вращения намного
больше флуоресцентного времени жизни триптофана [46].

Белки, включенные в систему обращенных мицелл ПАВ

Метод РВФА исключительно эффективен при изучении структуры
белков, включенных в систему обращенных мицелл ПАВ [54, 130,
133, 134]. Благодаря высокой чувствительности РВФА позволяет
определять динамические параметры даже при крайне низкой степени
заполнения мицелл белком (значительно меньше 1%). Это позволяет
изучать структуру частиц в условиях определения каталитической ак&
тивности ферментов в таких системах. Например, методом РВФА было
изучено влияние включения в систему обращенных мицелл ПАВ на
структуру активного центра и конформационную подвижность ХТ [54].

В качестве флуоресцентной метки использовали антранильную
группу, которая была введена в активный центр фермента в результате
реакции ацилирования ХТ антранил&пара&нитроанилидом. Антра&
нильная группа характеризуется достаточно долгим флуоресцентным
временем жизни, что позволяет определить вращательную подвиж&
ность как свободного белка, так и белок&содержащих обращенных
мицелл ПАВ. Было найдено, что свободный химотрипсин характери&
зуется единственным корреляционным временем вращения (12 нс),
которое соответствует вращению всей молекулы белка. Включение
фермента в систему обращенных мицелл ПАВ приводит к появлению
короткого корреляционного времени вращения, которое соответствует
движению метки в активном центре. Это предполагает, что активный
центр ХТ, включенного в систему обращенных мицелл, характери&
зуется существенно меньшей жесткостью по сравнению со свободным
белком. Долгое время вращения (φ

2
) соответствует вращению белок&

содержащей мицеллы.



Белки в надмолекулярных ансамблях... 285

При варьировании степени гидратации мицелл, w
0 
= [H

2
O]/[AOT]

в диапазоне от 10 до 25 долгое корреляционное время вращения не
изменялось и было равно 45 нс. Данное значение соответствует дина&
мическому объему белок&содержащей мицеллы, равному 3,6⋅102 нм3

(в соответствии с уравнением V
общ 

= V
белка

+ V
оболочки 

= φ
долгое

RT/η). Это
означает, что в таких мицеллах молекула белка окружена 350 молеку&
лами ПАВ. Размер белок&содержащих мицелл остается постоянным
при увеличении степени гидратации в отличие от «пустых» мицелл,
для которых наблюдается монотонное возрастание размера при уве&
личении степени гидратации [132]. Учитывая, что в данной системе
ХТ имеет оптимум каталитической активности при степени гидра&
тации 10, был сделан вывод, что фермент создает «свою мицеллу»,
которая наибольшим образом соответствует его размеру [54].

Ферменты в средах, содержащих органические растворители

Использование метода РВФА позволило изучить взаимосвязь
каталитической активности и структуры ферментов в системах,
содержащих органические растворители, двух типов (гетерогенных и
гомогенных): ферменты, суспензированные в неполярных органичес&
ких растворителях и растворенные в водно&органических смесях. На
примере ХТ и субтилизина было показано, что в случае суспензий
ферментов происходит образование агрегатов, в которых отсутствует
подвижность отдельных молекул белка, но сохраняется подвижность
белковых сегментов. Причем было обнаружено, что именно подвиж&
ность сегментов белка определяет уровень каталитической активности
и энантиоселективности ферментов в суспензиях [41]. В случае
ферментов, растворенных в водно&органических смесях, отмечено
существование мономеров, а также растворимых белковых ассоциа&
тов – тримеров и тетрамеров [82].

Белок'содержащие капли бездетергентных микроэмульсий

Метод РВФА был применен для изучения структуры белок&содер&
жащих капель бездетергентных микроэмульсий, существующих в
тройной системе гексан–изопропанол–вода. Такие микрогетероген&
ные системы используются для проведения практически важных био&
каталитических реакций [9]. Преимущество данных систем состоит
в легкости выделения продукта реакции и возможности регенерации
фермента. Методом РВФА удалось определить размер трипсин&содер&
жащих капель бездетергентных микроэмульсий, который составляет
27–37 D в зависимости от состава системы. Было показано, что моле&
кула фермента окружена в микроэмульсиях водным слоем толщиной
7–10 D, который экранирует фермент от контакта с органическим
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растворителем, что, очевидно, способствует сохранению каталити&
чески активной конформации белка в системах с низким содержа&
нием воды [79].

Ферменты в комплексе с субстратами и эффекторами

АДГ из печени лошади – НАД&зависимый фермент, состоящий
из двух идентичных субъединиц (с общей молекулярной массой 80
кДА). АДГ характеризуется одним корреляционным временем враще&
ния (36,2 нс), отражающим вращение всей молекулы белка. При
образовании тройного комплекса, белок–НАДН–субстратоподоб&
ный ингибитор (изобутирамид), были обнаружены существенные
изменения во вращательной динамике белка. Появляется короткое
время вращения ц

1
 (2,6 нс), соответствующее движению сегментов

белка, а время вращения всего тройного комплекса ϕ
2
 составляет 33

нс, т.е. уменьшается на 10% по сравнению со свободным ферментом.
Эти данные указывают на то, что при комплексообразовании АДГ
происходит «сжатие» белка. Полученные данные позволили выявить
структурные различия между свободным ферментом и ферментом в
процессе его каталитического действия [112].

Диссоциация флавиновых кофакторов

Вращение собственных флуорофоров белка, а также искусственно
введенных меток характеризуется субнаносекундным корреляцион&
ным временем вращения (0,1–1 нс), что обычно отражает быстрое вра&
щение небольшого сегмента белка, несущего метку, или вращение
флуорофора вокруг места прикрепления. Отметим, что короткое корре&
ляционное время вращения (50–100 пс) может отражать также движе&
ние диссоциированных флуоресцентных молекул, например ФАД и
ФМН. Методом РВФА можно следить за диссоциацией этих молекул.
Примером может служить исследование влияния концентрационной
зависимости желтого флуоресцентного белка (YFP), содержащего
ФМН, на его вращательную динамику. При высоких концентрациях
YFP мажорным компонентом анизотропийного ответа является долгое
корреляционное время вращения ϕ

общее
 (14,8 нс), соответствующее

вращению комплекса YFP&ФМН. Минорный компонент (0,15 нс)
соответствует вращению свободного ФМН (ϕ

ФМН
). При снижении

концентрации белка в растворе наблюдается заметная диссоциация
ФМН и вклад быстрого корреляционного времени (ϕ

ФМН
) в анизо&

тропию существенно увеличивается [84].
Интересные результаты получены при исследовании методом

РВФА динамики ФАД&содержащего белка Tyr&159 мутанта НАДН
пероксидазы. При повышении температуры с 293 до 313 К анизотро&
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пийный ответ этого фермента (регистрируемый на длине волны 576
нм) имеет необычный характер: резкий спад во временном интервале
до 1 нс, за которым следует увеличение анизотропии. Такой вид ани&
зотропии обусловлен диссоциацией ФАД при повышенной темпе&
ратуре. Резкий спад анизотропии соответствует деполяризации сво&
бодного ФАД, интенсивность флуоресценции которого намного выше
по сравнению с ФАД, связанного с белком. При более долгих временах
наблюдается возрастание вклада связанного с белком ФАД и, как
следствие, рост анизотропии (рис. 11) [53, 131].

Исследование доменов в молекуле иммуноглобулина Е (IgE)

Методом РВФА было исследовано взаимодействие IgE с мембран&
ным рецептором [70]. Как известно, IgE имеют Y – образную структуру.
Две верхних ветви представляют собой антиген&связывающий фраг&
мент (F

ab
). В основании вилки расположен F

с
 фрагмент, который связы&

вается с плазматической мембраной. Флуоресцентную метку вводили
путем связывания дансил&лизина с антиген&связывающим фрагмен&
том иммуноглобулина, F

ab
. Было найдено, что не связанный с мембра&

ной дансил–лизин–IgE характеризуется двумя корреляционными
временами вращения: 48 и 125 нс. Долгое время вращения соответст&
вует вращению комплекса дансил–лизин–IgE; короткое время враще&
ния характеризует независимое вращение F

ab
 фрагмента. При связы&

вании с мембранным рецептором анизотропийный ответ меняется
существенным образом. Долгое корреляционное время вращения
увеличивается до 438 нс и отражает движение связанного с мембраной
дансил–лизин–IgE. Короткое время вращения, соответствующее дви&
жению F

ab
 фрагмента белка, практически не изменяется при связы&

вании с мембранным рецептором. Таким образом было показано, что

Рис. 11. Разрешенная во времени флуо&
ресцентная анизотропия ФАД&содер&
жащего Tyr&159А мутанта НАДН&пе&
роксидазы, регистрируемая на длине
волны 567 нм. Быстрый спад анизотро&
пии соответствует быстрой деполяри&
зации диссоциированных молекул
ФАД. Рост анизотропии соответствует
вращательному движению молекулы
белка, содержащей ФАД. Условия
эксперимента: Т 313К [131].
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IgE взаимодействует с рецептором через F
с
 фрагмент и это взаимо&

действие не влияет на независимое вращение F
ab

 фрагмента белка.

Исследование структуры комплексов ферментов с
полиэлектролитами

При образовании белок–ПЭ комплексов (например, с синтетичес&
кими полиэлектролитами, заряженными полисахаридами, нуклеи&
новыми кислотами и др.) пространственная структура полиэлектро&
лита обычно существенным образом изменяется, причем конформация
белка также может измениться. Метод РВФА позволяет следить за
вращательной динамикой каждого из компонентов комплекса и за
общей структурой всего комплекса.

Данный метод был применен для изучения пространственной
структуры фермент–ПЭ комплекса ХТ (ММ 25кДА) и ПМА (ММ
300 кДА) в водном растворе и в системе вода–этанол [82]. В качестве
метки для ПМА использовали пирен.

Для свободной ПМА было обнаружено два типа вращательного
движения: быстрое вращение метки относительно места прикрепления
(ϕ

1
 = 0,5 нс) и более медленное движение гидрофобных узлов в ПМА

(ϕ
2
 = 5 нс) (рис. 12, а, б). Вращательное движение всей молекулы ПМА

не оказывает влияние на затухание анизотропии, так как ПМА не
образует компактной структуры при нейтральных значениях рН.

Комплексообразование с белком существенно изменяет враща&
тельную динамику ПМА. При низких соотношениях ХТ/ПМА взаи&
модействие с ферментом приводит к образованию квази&регулярной
структуры комплекса, которая представляет собой несколько иден&
тичных сегментов (ϕ

сегм 
=  60 нс, что соответствует молекулярной массе

100 кДа), в каждом из которых белок окружен участком ПЭ (рис. 13,
а, б). При увеличении соотношения ХТ/ПМА происходит увеличение
числа белок&содержащих сегментов, и, одновременно, уменьшение
участка ПМА взаимодействующего с каждой молекулой белка в таком
сегменте (ϕ

сегм
 уменьшается до 29 нс, что соответствует ММ 50 кДа).

«Насыщение» ПМА белком приводит к образованию компактной
структуры комплекса, что проявляется в появлении вращательного
движения комплекса как целой частицы (ϕ

комплекс 
= 278 нс, соответст&

вует ММ 550–600 кДа). Вращательная динамика самого белка прак&
тически не изменяется при образовании комплекса. Таким образом
было показано, что ХТ, белок с ММ 25 кДа (менее 10% по сравнению
с молекулярной массой ПЭ) способен индуцировать образование
квази&регулярной компактной структуры ПМА [82].

Известно, что образование компактных структур при неспеци&
фическом связывании с белками лежит в основе механизма структу&
рирования и упаковки нуклеиновых кислот. Примерами являются
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образование комплекса ДНК с гистонами или комплексов мРНК с
рибосомными белками. Ключевая роль белков при образовании нук&
леопротеидных комплексов состоит в наведении структуры нуклеи&
новых кислот и перевода их в более компактную форму [24]. Считается,
что такие комплексы являются универсальной формой существования
нуклеиновых кислот, пригодной для внутриклеточного транспорта,

Рис. 12. Предполагаемая структура
пирен–ПМА (а), предложенная на
основе анализа распределения кор&
реляционных времен вращения в
пирен–ПМА, полученных методом
РВФА (б).

 – гидрофобный фрагмент в ПМА.

б – Условия эксперимента: 5 мM Mops,
pH 7,5; t = 20 oC; [пирен–ПМА] = 0,04
мкM. Длины волн возбуждения и
испускания, соответственно, 343 и 393
нм [82].

Рис. 13. Предполагаемая структура
ХТ–ПМА (а) при ХT/ПMA соот&
ношении 4/1 по массе, предложен&
ная на основе анализа распределе&
ния корреляционных времен вра&
щения в ХТ–пирен–ПМА, полу&
ченных методом РВФА [82].

а.  – ХТ;  – гидрофобный

фрагмент ПМА.

б. Условия эксперимента анало&
гичные рис. 12 б.
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трансляции, маскирования, деградации. Удивительным является тот
факт, что взаимодействие такого не склонного к образованию каких&
либо упорядоченных структур – атактического ПЭ (ПМА) и белка
(ХТ), функции которого в природе никоим образом не связаны с
регулированием структуры нуклеиновых кислот или других ПЭ,
приводит к образованию комплекса, характеризующегося квази&
регулярной компактной структурой. По&видимому, способность
проявлять свойства неспецифической матрицы при образовании
надмолекулярных структур является одним из фундаменальных
свойств белков.

IV. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, флуоресцентные методы анализа обеспечивают

широкие возможности при исследовании конформационных пере&
ходов в белках. При изучении белок&содержащих надмолекулярных
ансамблей исключительно информативен метод РВФА, который поз&
воляет получать детальную информацию о пространственной струк&
туре как всего комплекса, так и его отдельных компонентов. Можно
ожидать, что в ближайшем будущем область применения РВФА для
изучения биологических объектов будет расширяться, поскольку с
усовершенствованием технического оснащения станут доступны
принципиально новые приложения метода, например, возможность
слежения за динамикой отдельных частиц в растворе.
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