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I. ВВЕДЕНИЕ
 Еще в 1926 г. Тео Сведберг провел первые измерения моле-
ку ляр ных весов белков (миоглобин, гемоглобин) и пророчески 
пред ска зал, что белки – это макромолекулы, в которых атомы соеди-
нены ковалентными связями [25]. После этого открытия метод 
аналитического ультрацентрифугирования (АУЦ) почти полвека 
являлся источником сведений о структуре и молекулярной массе 
разнообразных биологических макромолекул [5, 19]. Пик попу-
лярности метода АУЦ пришелся на 50-е и 60-е годы прошло го сто-
летия, когда целый ряд принципиальных достижений в моле кулярной 
биологии был сделан с помощью ультрацентрифуги. Здесь прежде 
всего следует упомянуть опыты Месселсона и Сталя, которые с 
помощью ультрацентрифугирования в градиенте плотности доказали 
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полуконсервативный механизм редупликации ДНК [13], а также 
опыты Тиссиера, Уотсона и Шахмана, в которых были открыты 
рибо сомы и с помощью скоростного ультрацентрифугирования обна-
ружено, что каждая рибосома состоит из двух неравных, лабильно 
ассоциированных субъединиц [26].
 Однако в 80-х годах прошлого столетия метод АУЦ стал терять 
свою популярность среди молекулярных биологов. Причин для этого 
было несколько. Во-первых, в аналитических ультрацентрифугах 
того времени использовались фотографические методы регистра-
ции, к тому же центрифуги не были соединены с компьютерами. 
Во-вто рых, в то время еще не были развиты численные решения 
урав нения Ламма, описывающего основной процесс переноса 
вещества в ячейке ультрацентрифуги, что накладывало серьезные 
огра ничения на интерпретацию седиментационных данных [2]. Так, 
седи ментационные кривые анализировались в основном методом 
«средней точки», для применения которого требовалось наличие 
четко выраженного плато и базовой линии на седиментационной кри-
вой, а исследование глобулярных белков было сильно затруднено их 
большой диффузией. И, наконец, в-третьих, к этому времени появился 
метод электрофореза, составивший сильную конкуренцию методу 
седи ментации [14, 28].
 Ситуация изменилась коренным образом к середине 90-х годов 
прошлого столетия. Появление нового поколения полностью авто-
матизированных аналитических ультрацентрифуг фирмы Beckman 
(Оptima XL) [6], а также развитие новых подходов к решению 
урав нения Ламма, описывающего процесс переноса вещества в 
гра витационном поле ультрацентрифуги [7, 22, 23, 27], привело к 
воз рождению метода АУЦ [18]. Для комплексного анализа седимен-
тационных данных биологических макромолекул были развиты 
под ходы, основанные на численном решении уравнения Ламма для 
различных граничных условий. Эти подходы позволяют использо вать 
все пространство ячейки, не требуют в качестве обязательного усло вия 
их применения наличия четкого плато и отрыва мениска. В этой статье 
мы продемонстрируем возможности одного из них, называемого 
SEDFIT, для анализа данных скоростного ультрацентрифугирования 
[20]. Наш опыт его применения к белкам с молекулярной массой 
10–70 кДа показывает, что из одного опыта по скоростному ультра-
центрифугированию можно вычислить такие параметры молекулы, 
как константу седиментации, молекулярную массу и константу диф-
фузии. Для белков с массой > 30 кДа вычисленные молекулярные 
массы в пределах 1–2% совпадают с теоретическими, рассчитанными 
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из известной последовательности аминокислот в белке. Для белков 
с массой < 30 кДа ошибка в определении массы увеличивается и 
для белков с массой 15 кДа составляет 5–7%. На примере смесей 
бел ков показано, что программа SEDFIT позволяет разрешать 
ком поненты в смеси, отличающиеся по молекулярной массе в два 
раза. Описаны эксперименты по разделению гетерогенной смеси, 
сос тоящей из трех белков, и сформулированы критерии такого раз-
де ления. Полученные данные открывают принципиально новые 
воз можности для изучения комплексообразования между различ ными 
биологическими макромолекулами методом скоростного АУЦ.

II. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОЭФФИЦИЕНТОВ 
СЕДИМЕНТАЦИИ МАКРОМОЛЕКУЛ ИЗ СКОРОСТНОГО 

УЛЬТРАЦЕНТРИФУГИРОВАНИЯ СТАНДАРТНЫМ 
МЕТОДOМ

МЕТОД «СРЕДНЕЙ ТОЧКИ»

 В экспериментах по скоростной седиментации ячейка центрифуги 
вначале содержит  раствор, концентрация которого постоянна по всей 
длине ячейки. В процессе центрифугирования частицы движутся под 
действием гравитационной силы, мениск осветляется и формируется 
движущаяся граница (рис. 1). За скорость движения границы u стан-
дартно принимается изменение радиальной координаты drср /dt в 
средней точке (рис. 1). Значение скорости u можно представить как

Рис. 1. Гипотетический профиль седиментации, показывающий положение ме-
ниска и движущейся границы.
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где ω – угловая скорость, s – константа седиментации. Из фор мулы 
(1) следует, что константа седиментации частицы есть ско рость ее 
оседания u на единицу центробежного ускорения ω2r.
 После интегрирования получаем

 
 Построение зависимости ln(rcp(t )/(rcp(t0 ) от (t  –  t0 ) позволяет 
вы чис лить константу седиментации макромолекул [2]. Заметим, 
что этот метод применим только для «идеальных» растворов, то 
есть одинаковых и невзаимодействующих макромолекул. В случае 
смеси, содержащей два типа макромолекул, которые имеют большие 
молекулярные массы (100 кДа и более) и достаточно сильно разли-
ча ются между собой по молекулярной массе, можно вычислить две 
константы седиментации, характеризующие каждый тип молекул по 
отдельности. Однако в общем случае, когда молекулярно-весовое 
распределение заранее неизвестно, применение метода «средней 
точки» может приводить к большим ошибкам и в современной прак-
тике аналитического центрифугирования не используется. Кроме 
того, в качестве обязательного условия метод требует наличия на 
седи  ментограмме четкого плато и базовой линии, что затрудняет его 
применения к белкам с молекулярной массой меньше 30 кДа. 
 В заключение заметим, что для грубой характеристики поли-
дис персных систем наиболее подходящим является метод вторых 
моментов, дающий седиментационный коэффициент весового 
усреднения [2, 5].

III. УРАВНЕНИЕ ЛАММА И ЕГО РЕШЕНИЕ 
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ГРАНИЧНЫХ УСЛОВИЯХ

 Уравнение Ламма описывает процесс транспорта вещества в 
ультрацентрифуге [5, 10]. Оно получается введением дополнитель-
ного члена в первое уравнение Фика, описывающего процесс диф-
фузии

       
Коэффициент пропорциональности в этом уравнении называется 
коэффициентом диффузии и имеет размерность см2/сек.
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 Допуская, что все молекулы движутся в направлении + x со 
скоростью u, а поток в точке х равен uC(x), получаем уравнение Фика 
в виде

      
где u = sω2x.
 Первый и второй члены в уравнении (4) описывают диффузионный и 
седиментационный поток, соответственно. Уравнение (4) справед ливо 
только при условии движения молекул в идеальной ячейке без стенок 
и не соответствует условиям реальной ячей ки в ультрацентрифуге. 
Вводя уравнение непрерывности (dC/dt)r = – 1/r (dJ/dr) для радиальной 
(секторной) ячейки в уравнение (4), получаем

 
Это уравнение известно как уравнение Ламма и описывает диффу зию 
со смещением в реальных экспериментальных условиях аналити-
чес кого ультрацентрифугирования. Заметим, что переменные х 
и r в уравнениях (4) и (5) имеют одинаковый физический смысл 
рас  стояния. Различие состоит лишь в том, что под х понимается рас-
стояние, которая проходит частица под действием гравитационной 
силы вообще, а под r – расстояние, которое проходит частица под 
дей ствием той же силы в радиальном направлении в ячейке для цент-
рифугирования.

ТОЧНЫЕ РЕШЕНИЯ

 Уравнение Ламма не имеет аналитического решения [9, 10]. Его 
точное решение известно для двух предельных случаев: первый – 
«отсутствие диффузии» и второй – «отсутствие седиментации». 
При отсутствии диффузии уравнение (5) для раствора гомогенных 
мак ромолекул имеет решение

     
где C0 – начальная концентрация, мг/мл, а x– = xM  exp(sω2t), xM – поло-
жение мениска, x

∂
 – положение дна. Рис. 2а показывает седимен-

тационный профиль движущей частицы в первом случае. Его ха-
рактерными чертами являются: наличие резкой границы, об ласти 
плато и уменьшение концентрации в этой области из-за сек то-
риального разбавления.



И.Н.Сердюк, О.Н.Евсеева354

В пределе отсутствия седиментации уравнение (5) имеет вид:

 
Как видно из уравнения (7), форма первоначально тонкого слоя 
становится гауссовой. По мере протекания диффузии толщина 
слоя увеличивается пропорционально √Dt. Используя последнюю 
зависимость, можно вычислить коэффициент диффузии, исходя 
из толщины слоя. Рис. 2б показывает графическое представление 
уравнения (7). Граница остается практически неподвижной и 
расширяется со временем.

ПРИБЛИЖЕННЫЕ АНАЛИТИЧЕСКИЕ РЕШЕНИЯ

 Современные компьютерные методы позволяют получать прибли-
женные аналитические решения уравнения Ламма для различных 
гра ничных условий [9, 20, 22, 23, 27]. Два из них представляют 
наибольший практический интерес, поскольку позволяют учесть 
вклад диффузии в определяемую на опыте константу седиментации. 
Применимость каждого из них на практике зависит от конкретного 
соот ношения вкладов седиментации и диффузии в движущуюся 
границу. 
 В основе первого метода, называемого по имени его создателей 
методом ван Холде-Вайшета, лежит хорошо известный факт, что седи-
ментация вещества пропорциональна первой степени времени, тогда 
как его диффузия – корню квадратному из времени [27]. Отсюда следу ет, 
что экстраполяция к бесконечному времени должна устранить вклад 
диф фузии в движущуюся границу. На первом шаге применения этого 

Рис. 2. Графическое представление уравнения (5) в первом предельном случае (а). 
Графическое представление уравнения (5) во втором предельном случае (б).
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метода расстояние между базисной линией и плато для каждого скана 
делится на N горизонтальных частей (обычно несколько десятков). 
N кажущихся седиментационных коэффициентов, s*, вычисляются как

      
где r и rм есть радиусы каждого деления и мениска, соответственно. 
Затем полученные величины s* откладываются против обратной вели-
чины корня квадратного из времени опыта 1/√t для каждого скана. 
Отрезок отсекаемой ординаты дает величину константы седи ментации, 
поправленной на диффузию. Для гомогенного раствора макромолекул 
все линии должны пересекаться в одной точке, тогда как для гете ро-
генного – нет. Рис. 3 показывает профили седиментации для капсиды 
II Бактериофага Т7 (панель а), анализ этих профилей мето дом ван 
Холде-Вайшета (панели б и в). Панели (г, д и е) соответствуют той же 
капсиде, но в которую добавлено некоторое количество субгеномной 
ДНК. Гетерогенный характер смеси очевиден.
 Во втором методе, называемом по имени его создателя методом 
Стаф форда, седиментационные коэффициенты вычисляются из вре-
менных производных седиментационного профиля [23]. Ка жу щийся 
(т.е. не поправленный на диффузию) коэффициент седи ментации 
g*(s)t может быть вычислен из профиля (dc/dt)r  как

Рис. 3. Анализ седиментационной границы методом ван Холде-Вайшета.
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где s есть коэффициент седиментации, ω – угловая скорость ротора, 
C0 есть начальная концентрация вещества в ячейке, r и rм – текущий 
радиус и радиус мениска, соответственно. Последовательность шагов 
при таком вычислении сводится к следующему (рис. 4). Близко 
рас положенные профили (панель а) вычитаются, давая гауссовый 
профиль g*(s), зависящий от времени (панель б). После этого кри-
вые нормализуются по времени, складываются (панель в), а затем 
нор мализуются на площадь под кривой. Результирующий пик имеет 
гауссову форму, из его положения на оси абсцисс определяется кон-
станта седиментации, а из ширины пика – константа диффузии. Для 
полу чения последней в абсолютных единицах требуется пересчет 
площади под кривой на концентрацию. На панели (г) представлен 
конкретный пример вычисления молекулярных параметров для 
моноклонального антитела (1) и его комплекса с лигандом (2) методом 
Стаффорда. В обоих случаях вычисленные молекулярные массы 
близки к таковым, найденным методом масс-спектрометрии. 

Рис. 4. Панели а, б, в представляют последовательность вычисления седимента-
цион ных и диффузионных коэффициентов из временных производных седи мен-
тационного профиля методом Стаффорда.
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ЧИСЛЕННЫЕ РЕШЕНИЯ

 Использование численных решений уравнения Ламма для пря-
мого анализа данных аналитического ультрацентрифугирования 
известно уже около 30 лет [20]. Однако относительно недавно, в 
основном благодаря возросшей мощности компьютеров, они стали 
использоваться для анализа данных аналитического скоростного 
ультрацентрифугирования. Главное преимущество численных 
решений состоит в том, что с их помощью можно учесть практи-
чески все граничные условия, накладываемые конечной длиной 
центрифужной ячейки и эффектами диффузии.
 Суть проблемы коротко сводится к следующему. В отсутствие 
взаимо действия между макромолекулами экспериментально наблю-
даемый профиль непрерывного распределения масс может быть 
описан суперпозицией профилей c(M), чья молекулярная масса 
располагается между M и M  +  dM. Если L(M,  r,  t) обозначает 
седиментационный профиль монодисперсного вещества с массой М, 
находящегося на расстоянии r в момент времени t, то задача сводится 
к решению уравнения Фредгольма первого рода в условиях реального 
эксперимента 

 
где s(r, t) обозначает экспериментально наблюдаемый сигнал с 
ошибкой ε [20]. Заметим, что задачи такого рода часто встречаются в 
ряде областей физики. Типичным примером является динамическое 
рассеяния света [1]. 
 В случае скоростного ультрацентрифугирования разбавленных 
растворов ядро L(M,  r,  t) уравнения (5) и есть решение уравнения 
Ламма, которое теперь имеет вид

 
где s(М) и D(М) есть седиментационные и диффузионные коэффи-
циенты частицы, соответственно. Они оба сильно зависят от моле-
кулярной массы и связаны между собой уравнением Сведберга. 

 
где ρ0 есть плотность растворителя, R – газовая постоянная, T – тем-
пература, а f – коэффициент поступательного трения частицы [2]. 
Пар циальный удельный объем частицы υ–, как правило, не зависит 
от молекулярной массы в ряду полимергомологов – ряда частиц, в 
которых изменяется только молекулярная масса [8, 19]. 
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IV. ПРОГРАММА SEDFIT

ОСНОВНОЙ ПРИНЦИП РАБОТЫ

 Программа SEDFIT * – это специализированная компьютерная 
программа, предназначенная для анализа данных аналитического 
ультра центрифугирования [20]. Как показывает обсуждение в пре-
дыдущем параграфе, анализ данных скоростной седиментации 
частиц, имеющих непрерывное распределение по размерам, требует 
знания двух функциональных зависимостей от размера: c(М ) и s(M ) 
или D(M). Поскольку решение уравнения (11) относится к числу 
«некорректно поставленных» задач, то весьма трудно вычислить 
одновременно c(М) и s(M) из реальных экспериментальных данных, 
кото рые всегда имеют определенный уровень шума. На практике 
это означает, что большой набор различных c(М ) соответствует 
одному экспериментально наблюдаемому сигналу s(r, t). Более того, 
при решении уравнений типа (11) часто возникают артефактные 
осцилляции [17].
 В программе SEDFIT проблема устойчивости достигается 
нало жением физически разумного ограничения на решение – поло-
жи тельностью получаемых величин. Кроме того, в уравнение (10) 
добавляется стабилизирующий член, называемый регуляризацион-
ным [15]. Проблема однозначности требует введения априорного 
знания парциального удельного объема υ– и гидродинамической формы 
частицы, вычисляемой как отношение ее реального коэффициента 
трения к минимальному f / fмин. Для сферической белковой частицы 
с общепринятой величиной гидратации (0,3 грамма воды на грамм 
бел ка) это отношение равно 1,2. Для большинства глобулярных 
бел ков это отношение равно 1,25–1,35, свидетельствуя об их малой 
асим метрии [2]. Поскольку для белков парциальный удельный 
объем можно достаточно точно рассчитать из аминокислотной пос-
ле довательности [8], то именно отношение f / fмин  чаще всего ис поль-
зуется как подгоночный параметр. Заметим, что отношение f / fмин не 
тождественно отношению f /f0, которое отражает геометрический 
эффект отличия формы частицы от сферической. Для сферической 
частицы f /f0 = 1 [2].

* Компьютерная программа SEDFIT создана в Национальном институте здоровья 
США П. Шуком (P. Schuck) (http://www.nih.gov) и находится в сво бод ном доступе 
(http://www.biochem.ulthscsa.edu/auc/software).
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МЕТОДИКА АНАЛИЗА СЕДИМЕНТАЦИОННЫХ ДАННЫХ 
С ПОМОЩЬЮ ПРОГРАММЫ SEDFIT

 Практическое использование программы SEDFIT требует ввода 
следующей информации: координат мениска (красная линия), дна 
(синяя линия), внешней (ярко-зеленая линия) и внутренней (темно-
зеленая линия) границы расчета. Их положение на седиментационной 
диаграмме иллюстрируется на рис. 5. Далее вводятся следующие 
параметры: разрешение по s (обычно 0,01), интервал предполагаемых 
зна чений s, плотность ρ0 и вязкость η0 растворителя, парциальный 
удель ный объем υ– и гидродинамическая форма f / fмин исследуемой 
молекулы. Обычно расчет начинается с величины f / fмин = 1,2, соответ-
ст вующей сферической форме гидратированной частицы. После чего 
программа рассчитывает s и M для выбранных параметров, а затем 
ищет оптимальную величину гидродинамической формы молекулы 
f /fопт. В заключение заметим, что в отличие от методов ван Холде-
Вай шета и Стаффорда, которые являются безмодельными, то есть 
не требуют никакой априорной информации об изучаемой молекуле, 
программа SEDFIT требует такой информации в виде плотности и 
вяз кости растворителя и парциального удельного объема. Следствием 
введения такой информации является более высокое разрешение по s 
и M, получаемое в этом методе, по сравнению с методами ван Холде-
Вайшета и Стаффорда. 

Рис. 5. Схематическое представление седиментограммы образца в ячейке для 
ультра центрифугирования.
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ЕДИНСТВЕННОСТЬ И УСТОЙЧИВОСТЬ ПОЛУЧАЕМЫХ РЕШЕНИЙ
 Как уже упоминалось, решение уравнения (11) относится к числу 
«некорректно поставленных» задач. На практике это означает, что 
для данного массива экспериментальных данных всегда существует 
некий набор возможных значений параметров, то есть вычисляемые 
параметры s, M, f / fопт, и D колеблются относительно некоторых сред-
них значений. Масштаб этих колебаний, как видно из табл. 1, не 
превышает 1%. Кроме того, дополнительную погрешность может вно-
сить ошибка в определении координат мениска и дна (обычно ± 0,0001 
см). Та же таблица показывает, что введение вдвое большей ошибки 
в координате мениска не приводит к существенному измене нию в 
вычисляемых параметрах, что говорит об устойчивости полу чаемых 
расчетных значений s, M и f / fопт. Отметим, что величина коэф фициента 
диффузии определяется из уравнения (12) на основе найденных 
значений М, s и известного архимедового фактора (1 – υ–ρ0).

V. ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ДИСКУССИЯ

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГИДРОДИНАМИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ БЕЛКОВ 
В ИЗОЛИРОВАННОМ СОСТОЯНИИ

 Для проверки возможностей работы программы SEDFIT были 
выбраны шесть белков, молекулярные массы которых располагаются 
в интервале 12–67 кДа. Отметим, что для белков с молекулярной мас-
сой 10–20 кДа диффузия очень велика, что сильно затрудняет точ ное 
вы числение их константы седиментации стандартным методом [2, 19].

Таблица 1
Масштаб изменений в выходных параметрах М, s, f/fопт и D 
при использовании одного и того же входного набора данных 

s(r, t) для коровьего α-лактальбумина
  Молекулярная  Коэффициент Коэффициент  Коэффициент
  масса  седиментации трения  диффузии
  M (в кДа) s (в ед. Сведберга) f/fопт   D (в ед. Фика)

 6,1000 15,17 1,640 1,248 10,32
 6,1000 15,38 1,657 1,253 10,28
 6,1000 15,24 1,648 1,253 10,33
 6,1000 15,15 1,640 1,251 10,34
 6,1000 15,31 1,647 1,256 10,28
 среднее 15,25 ± 0,04 1,646 ± 0,003 1,252 ± 0,001 10,31 ± 0,03 
 6,1002 15,11 1,643 1,249 10,38
 6,0998 15,19 1,650 1,249 10,37

Координаты
мениска
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Рис. 6. а) Седиментограмма человеческого α-лактальбумина. б) и в) Вос ста-
новленные распределения в координатах с(s) от s и с(М) от М, соответст венно.

 На рис. 6а приведена седиментограмма для человеческого α -лакт-
альбумина, а на рис. 6б и 6в результаты восстановления в коор динатах 
c(s) и c(M), соответственно. Как видно из этих рисунков, распределе ние 
по константе седиментации и по молекулярной массе унимодально. 
Вычисляемые величины констант седиментации s, оптимальной 
гид родинамической формы f /fопт и молекулярной массы составляют, 
соответственно, s20w = 1,64 S, f / fопт = 1,25. Вычисляемая молекулярная 
масса М составляет 15,15 кДа, что на 7% отличается от теоретической 
величины, рассчитанной из первичной последовательности (14,186 
кДа). Приблизительно такая же ошибка получается и для другого 
бел ка, α-лактальбумина из коровьего молока, имеющего близкую 
молекулярную массу (табл. 2).
 На рис. 7а приведена седиментограмма другого белка, бычьего сы-
вороточного альбумина, а на рис. 7б и 7в – результаты восстановления в 
координатах c(s) и c(M), соответственно. Как видно из этих рисунков, 
распределение по константе седиментации и по молекулярной массе 
для этого белка бимодально. Вычисляемые величины констант 
седиментации и молекулярной массы составляют для основного 
пика, соответственно, s20w = 4,34 S и М = 65,64 кДа. Последняя 
величина всего на 1,5% отличается от теоретической, рассчитанной 
из первичной последовательности (66,43 кДа). Для второго пика 
константа седиментации равна 7,4 S, молекулярная масса – 135 кДа, 
что соответствует величинам, ожидаемым для димера БСА. 
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 Результаты определения гидродинамических параметров всех 
шести белков с помощью программы SEDFIT суммированы в табл. 2. 
Отметим, что эксперименты для сывороточного альбумина в разных 
буферах, включая глицерин, дают очень близкие результаты. Так, экс-
пе риментальные величины констант седиментации и молекулярных 
масс для всех четырех опытов совпадают в пределах 1–2%. Во всех 
пре паратах БСА детектируется небольшое количество димеров. 
Отме тим, что точность определения гидродинамических параметров 
белков падает по мере уменьшения их молекулярной массы. Так, для 
белков с молекулярной массой около 15 кДа (α-лактальбумины) ошибка 
в определении молекулярных масс составляет около 5–7%. 
 Построение зависимости s20w υ–1/3/(1 – υ–ρ0) от молекуляр ной 
мас сы М в двойном логарифмическом масштабе дает хорошо из-
вест ное соотношение [2]. Для пяти исследованных белков эта зави-
си мость имеет вид прямой линии с наклоном 2/3, характерным для 
глобулярных белков [2]. Шестой белок, апоцитохром, не лежит на 
прямой линии. Он имеет константу седиментации существенно 
меньше по сравнению с ожидаемой для глобулярного состояния. 
Такая константа седиментации свидетельствует о том, что белок 
находится в состоянии расплавленной глобулы, гидродинамические 

Рис. 7. а) Седиментограмма БСА. б) и в) Вос ста новленные распределения в коорди-
натах с(s) от s и с(М) от М, соответст венно.
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размеры которой на 20–30% превосходят таковые характерные для 
глобулярного состояния [3, 4] (рис. 8). 
 Значения оптимизированных коэффициентов трения f /fопт, най-
ден ные с помощью программы SEDFIT (пятая колонка табл. 2), рас-
полагаются в интервале 1,25–1,39. Эти значения также свидетельст-
вуют о том, что все исследованные белки являются частицами с 
неболь шой степенью вытянутости.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГИДРОДИНАМИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ 
МОЛЕКУЛЫ БЕЛКА В СМЕСИ С ДРУГИМИ БЕЛКАМИ

 Как видно из вышеизложенного, программа SEDFIT корректно 
опре деляет гидродинамические параметры исследованных белков, а 
для одного из них (БСА) визуализует небольшое количество примеси, 
которое по полученным параметрам соответствует димеру белка. В 
этой связи возникает вопрос о практической возможности программы 
SEDFIT для разделения компонентов в смеси. С этой целью мы иссле-
довали смеси двух или более белков, гидродинамические параметры 
которых в изолированном состоянии представлены в табл. 2. 
 При выборе пар белков для исследования, однако, надо иметь в 
виду одно обстоятельство, касающееся выбора угловой скорости. 

Рис. 8. Зависимость s20w υ–1/3/(1 – υ–ρ0) от молекулярной массы М в двойном лога-
рифмическом масштабе для шести исследованных белков.
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Рис. 9. а) Седиментограмма смеси двух белков, состоящей из БСА и коровьего 
α-лактальбумина. б) и в) Восстановленные рас пределения в координатах с(s) 
от s и с(М ) от М, соответственно.

Если различие в ожидаемых константах седиментации велико, то 
опти мальная скорость для быстрого компонента может быть неопти-
мальной для медленного компонента и наоборот. Поэтому выбор 
скорости всегда является компромиссом.
 Рис. 9а показывает седиментограмму смеси двух белков, состоя-
щей из α-лактальбумина коровьего молока и БСА в трис-буфере, а 
рис. 9б и 9в – результаты восстановления в коор динатах c(s) и c(M ), 
соответственно. Отношение молекулярных масс этих двух белков 
равно 4,7. Как видно из седиментограммы, хотя визуально четкое 
разделение компонентов на седиментограмме не наблюдается, однако 
программа SEDFIT свидетельствует о наличии двух компонентов 
в смеси и небольшой примеси третьего компонента, который по 
своим параметрам, как мы указывали ранее, является димером 
БСА. Параметры каждого из двух больших пиков в смеси близки 
к параметрам, определенным для каждого белка в изолированном 
состоянии (см. табл. 2). Достигаемое при этом сог ласие с данными 
о молекулярной массе низкомолекулярного ком понента, однако, не 
так велико, как можно было бы ожидать, исходя из седиментограммы 
БСА и его димеров (рис. 7). 
 На рис. 10а представлена седиментограмма смеси двух белков, 
сос тоящей из бычьей карбоангидразы и БСА в трис-буфере, а на 
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рис. 10б и 10в – результаты восстанов ле ния в координатах c(s) и 
c(M), соответственно. Для этих белков отношение молекулярных масс 
равно 2,3. Как видно из них, хотя визуально разделение компонентов не 
наблюдается вовсе, однако прог рамма SEDFIT четко свидетельствует 
о наличии двух компонентов в смеси. Параметры каждого из белков 
в смеси близки к параметрам, оп ределенным для каждого белка в 
изолированном состоянии (табл. 2).
 Рис. 11а показывает седиментограмму смеси двух белков, сос тоя-
щей из овальбумина и БСА в трис-бу фере, а рис. 11б и 11в – резуль-
таты восстановления в координатах c(s) и c(M ), соответст венно. 
Отношение молекулярных масс этих двух белков равно 1,55. Как 
видно из них, программа SEDFIT не раз деляет компоненты смеси, 
кроме визуализации димеров БСА, как и в предыдущих случаях. 
Основ ной пик является сложным, его параметры близки к средним 
значениям для двух компонентов смеси. Этот результат показывает, 
что в исследованном интервале молекулярных масс для уверенного 
разделения белков в смеси от ношение их молекулярных масс должно 
быть равно или больше 2.
 При выполнении этого условия с помощью программы SEDFIT 
можно разделить смесь трех белков. На рис. 12а представлена 
седи ментограмма смеси белков, состоящей из апоцитохрома, кар бо-
ангидразы и сывороточного альбумина, а на рис. 12б и 12в – резуль-

Рис. 10. а) Седиментограмма смеси двух белков, состоящей из БСА и бычьей 
кар боангидразы. б) и в) Восстановленные рас пределения в координатах с(s) от 
s и с(М) от М, соответственно.
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Рис. 11. а) Седиментограмма смеси двух белков, состоящей из БСА и яичного 
оваль бумина. б) и в ) Восстановленные рас  пределения в координатах с(s) от s и 
с(М ) от М, соответственно.

Рис. 12. а) Седиментограмма смеси трех белков, состоящей из БСА, карбоан гид-
разы и апоцитохрома. б) и в) Восстановленные рас пределения в координатах 
с(s) от s и с(М) от М, соответственно.
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таты восстановления в координатах c(s) и c(M ), соответственно. 
Соот ношение молекулярных масс в этом случае составляет 1 : 2,4 : 5,5. 
Примечательно, что и в этом случае детектируется четвертый 
компонент – небольшое количество димеров БСА.
 Табл. 3 суммирует результаты применения программы SEDFIT 
для анализа смесей белков. Из нее видно, что точность вычисления 
гидродинамических параметров в смеси наиболее высока для высо-
комолекулярного компонента. Так, параметры для БСА в смеси с 
точ ностью до нескольких процентов согласуются с параметрами, 
изме рен ными для индивидуального белка. Примечательно, что из 
четырех гид родинамических параметров, представленных в табл. 3, 
ошибка мини мальна для константы седиментации, причем это харак-
терно для всех исследованных белков. 

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
 В работе продемонстрированы принципиальные возможности 
программы SEDFIT для анализа индивидуальных белков и их сме-
сей. Подчеркнем, что программа SEDFIT не требует достижения 
плато для раствора и растворителя, что позволяет использовать все 
пространство ячейки для анализа и тем самым выгодно отличается 
как от метода «средней точки», так и от многих других программ. 
Однако для своей реализации программа SEDFIT требует априорной 
информации о параметрах плотности ρ0 и парциального удельного 
объема υ– частицы. Следствием введения такой информации является 
более высокое разрешение по s и M, получаемое в этом методе, по 
сравнению с другими методами. Заметим, что требования к точ-
ности вводимых величин параметров υ– и ρ0 довольно высоки – не 
хуже 2–3 единиц в третьем знаке после запятой. Наш опыт при-
ме нения программы SEDFIT для анализа гидродинамических 
пара метров белков в интервале молекулярных масс 10–70 кДа 
подтверждает высокое разрешение по s и M. Так, только из одного 
опыта по скоростному ультрацентрифугированию можно вычислить 
константу седиментации белка, его оптимальный коэффициент тре-
ния, молекулярную массу и коэффициент диффузии. Интересно, что 
из вышеперечисленных параметров наиболее точно определяется 
кон станта седиментации, причем точность ее определения (в отли чие 
от других параметров) слабо зависит от молекулярной массы иссле-
дуемого белка. Это позволяет использовать полученные данные для 
характеристики гидродинамических размеров даже такого малень кого 
белка, как апоцитохром, демонстрируя отличие его конформации 
(рас плавленная глобула) от глобулярной конформации остальных 
иссле дованных белков.
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 Точность других вычисляемых параметров зависит от величины 
молекулярной массы. Так, для белков с массой > 30 кДа вычисленные 
молекулярные массы в пределах 1–2% совпадают с теоретическими, 
рассчитанными из известной последовательности аминокислот в 
белке. Для белков с массой < 30 кДа ошибка в определении массы 
увеличивается и для белков с массой 15 кДа составляет 5–7%. Для еще 
меньших молекулярных масс ошибка еще больше. Последний факт 
свидетельствует о том, что для анализа маленьких белков или пепти-
дов, когда вклад диффузии существенно больше вклада седимента-
ции, следует предпочесть другие программы, ориентированные для 
решения именно таких задач [16]. 
 Исследованные смеси белков показывают, что программа позво-
ляет разрешать компоненты смеси, отличающиеся по молекулярной 
массе не менее, чем в два раза; это же правило должно выполняться 
и для смеси, состоящей из трех белков. Это обстоятельство открывает 
путь для изучения функциональной димеризации, столь характерной 
для многих биологических процессов, методом скоростного анали ти-
ческого ультрацентрифугирования. 
 На рис. 13 в качестве примера приведена седиментограмма фактора 
транскрипции NFκB, функционирующего в клетке в качестве димера, 
состоящего из двух рекомбинантных субъединиц с молекулярной 

Рис 13. а) Седиментограмма фактора транскрипции NFκB. б) и в) Восстановлен-
ные распределения в координатах с(s) от s и с(М) от М, соответственно.
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