
Сканирующая микрокалориметрия при высоком давлении 285	 Успехи биологической химии, т. 58, 2018, с. 285–312

 Адрес для корреспонденции: spot@vega.protres.ru                                    .

8 2018 г.

СКАНИРУЮЩАЯ МИКРОКАЛОРИМЕТРИЯ 
ПРИ ВЫСОКОМ ДАВЛЕНИИ – 

НОВЫЙ МЕТОД ИССЛЕДОВАНИЯ 
КОНФОРМАЦИОННЫХ И ФАЗОВЫХ 

ПЕРЕХОДОВ

С. А. ПОТЕХИН
Институт белка РАН, Пущино, Московская область

I. Введение. II. Фосфолипиды. III. Переход клубок – глобула 
модель ных полимеров под воздействием температуры. IV. Белки. 
V. Сопос тавление результатов, полученных на объектах различной 
при роды. VI. Заключение.

I. ВВЕДЕНИЕ
Создание новых методов исследования является основой развития 
технологий получения новых знаний. Обычно информационному 
прорыву в той или иной области науки предшествует разработка 
нового метода или подхода, обеспечивающего возможность получения 
такой информации, которая ранее была недоступна или её получение 
было крайне затруднено.
 С точки зрения термодинамики интерес к воздействию высокого 
дав ления на молекулярные объекты ничуть не меньше, чем воздейст
вие температурой. Однако если каждый год в мировой литературе 
печатаются тысячи (если не десятки тысяч) статей с результатами 
изу че ния воздействия температуры на различные объекты, статей 
по воздействию давления как минимум на порядок меньше. Этот 
факт является отражением отсутствия высокочувствительных серий
ных приборов для подобных исследований. Быстрое увеличение 
коли чества статей, использующих высокое давление, выполненных 
на несерийных лабораторных установках, отражает растущий 
инте рес к тем возможностям, которые открывают это направление 
науки. Результаты подобных исследований могут оказаться крайне 
полезными как при изучении фундаментальных вопросов молеку
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ляр ной биологии и биофизики, так и в прикладном плане для самых 
различ ных нужд биотехнологии [1–5].
 Вопервых, известно, что изучение влияния давления на конфор
мационные переходы макромолекул позволяет оценивать денату
ра ционные и активационные объемы, что достаточно трудно сде
лать при постоянном давлении. Измерение этих параметров для 
различ ных объектов позволит набрать определенную статистику, 
проследить наличие корреляций между структурой макромолекулы 
и изменением ее парциального объема в результате перехода. Это, в 
свою очередь, может стать основой для создания полуэмпирической 
теории, связывающей структурные параметры макромолекулы с 
дена турационными и/или активационными объемами.
 Вовторых, возможности биотехнологических применений 
исполь зования сверхвысоких давлений очень широки. В частности, 
высокие давления могут быть использованы при промышленном 
произ водстве ферментов (лекарственные препараты и промышлен
ные ферменты). Уже сейчас известно, что основная проблема при 
получении рекомбинантных белков, полученных путем экспрессии 
того или иного гена в бактериях, сводится к ренатурации получаемых 
белков, часто накапливающихся в неактивной форме в виде «тел 
вклю чения» [6]. С другой стороны, кинетические исследования 
рена турации показывают, что основной проблемой при выборе 
усло вий ренатурации является агрегация промежуточных, частично 
свернутых форм белка [7–11]. Высокое давление заметно подавляет 
агрегацию [12, 13], что позволяет надеяться на существенно более 
высокий выход активного продукта в ходе ренатурации при высоких 
давлениях. 
 Втретьих, существует определенный интерес к применению 
высокого давления и в пищевой технологии [14, 15]. Он обусловлен 
тем обстоятельством, что белки могут денатурировать под действием 
высокого давления даже при комнатных температурах. С другой 
сто роны, денатурация белка является ключевым моментом в боль
шинстве процессов пищевой технологии. Денатурация пищевых 
белков, входящих в состав сырья, приводит к формированию 
струк туры продукта, определяющего его привлекательность для 
потре бителя. Вместе с тем денатурация белков патогенных микро
орга низмов, присутствующих в сырье, обеспечивает стерилизацию, 
а, следовательно, безвредность и длительность хранения пищевого 
продукта [16]. В традиционной пищевой технологии денатурация 
белков осуществляется в результате нагревания до высоких темпе ра
турах (выше 100°С). При этом наряду с денатурацией идут нежела
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тель ные процессы распада или химической модификации многих 
важных составляющих, в частности, витаминов, ароматообразующих 
веществ, аминокислот, липидов и углеводов. Поэтому возможность 
сни жения температуры денатурации за счет повышения давления 
пред ставляется особенно интересной. Таким путем, например, можно 
получать пищевые продукты длительного хранения, состав которых 
в наибольшей степени соответствует физиологическим потребностям 
человека.
 Еще один принципиально важный вопрос – это выяснение особен
ностей, касающихся принципов самоорганизации и поддержания 
структуры макромолекул из живых организмов, обитающих на боль
ших глубинах при очень больших давлениях (до 1000 атм). Это же 
относится к белкам из супертермофилов. Как недавно показано [17, 
18], в отличие от большинства белков из других источников давление 
способно оказывать на них стабилизирующее влияние. 
 В связи с вышеизложенным ясно, что подробное и систематичес
кое изучение термодинамической стабильности макромолекул при 
высоком давлении, а также природы изменения объема при кон
фор мационных переходах является необходимым этапом широ кого 
внедрения высокого давления в научные исследования, биотехно
логию и пищевую технологию. На нарастающий интерес к изучению 
влияния высокого давления на самые разные биологически важные 
макромолекулы и живые организмы указывает существенный рост 
статей, посвященных этим вопросам. 
 Изменение объема в результате того или иного процесса – важный 
термодинамический параметр, позволяющий судить о том, какое 
воздействие будет оказывать повышение давления на этот процесс. 
Однако наука о природе объемных изменений при конформационных 
изменениях макромолекул развита крайне слабо. С другой стороны, 
знание зависимости энтальпии любого конформационного перехода 
от температуры и давления могло бы позволить рассчитать объем ные 
изменения при переходе, а также скачки коэффициентов изоба ри чес
кого расширения и изотермического сжатия. 
 В 2007–2009 гг. в Институте белка РАН совместно с Институтом 
физики высоких давлений им. Л.Ф. Верещагина РАН был разработан и 
изготовлен уникальный сканирующий микрокалориметр, способный 
работать при давлениях до 6000 атмосфер [19, 20]. Проведенные 
испы тания показали, что по своим техническим параметрам прибор не 
имеет аналогов. Для осуществления надежных измерений требуется не 
более 0.3 мг биологического материала (белки, нуклеиновые кислоты, 
липиды и т.д.). Подобные приборы, известные из международных 



С.А.Потехин288

публи каций, способны работать в лучшем случае при давлениях 
до 200 атмосфер и имеют на порядок меньшую чувствительность. 
Прибор позволяет получать необходимую информацию о зависи
мости энтальпии конформационных переходов биологически важ ных 
макромолекул (белки, полинуклеиновые кислоты, липиды, поли
саха риды) от температуры и давления, что в свою очередь позво
лило приступить к систематическому изучению объемных измене
ний при конформационных превращениях биологически важных 
макромолекул. Данный обзор посвящен демонстрации возможностей 
метода сканирующей микрокалориметрии при высоком давлении и 
основных результатов, полученных за последние годы. 

II. ФОСФОЛИПИДЫ
Липиды представляют важный структурный класс биологических 
макро молекул. Липиды являются амфофильными соединениями; 
молекулы имеют полярную головку и один или несколько гидро
фоб ных «хвостов». Фосфолипиды – сложные эфиры многоатомных 
спиртов и высших жирных кислот. Они содержат остаток фосфорной 
кислоты и соединенную с ней добавочную группу атомов различной 
химической природы. В воде липиды способны образовывать бислой
ную структуру – основной элемент клеточных мембран. В бислое 
агреги рованные молекулы липидов уложены в виде двух парал лель
ных монослоев, обращенных друг к другу своими гидрофобными 
сторонами. Под воздействием температуры липидный бислой способен 
пре тер певать фазовый переход (рис. 1). Низкотемпературное (гелевое) 
сос тоя ние – аналог твердого состояния. Высокотемпературное 
(жидко кристалическое) состояние больше похоже на состояние жид
кое, но имеет определенную степень порядка [21, 22].
 При физиологических температурах липидные мембраны, как 
правило, находятся в области перехода, что позволяет им поддер
жи вать высокий уровень флуктуационной подвижности. Уровень 
флуктуаций определяется в том числе коэффициентами расширения и 
сжатия. С другой стороны, механические свойства мембран, которые 
в значительной степени определяют такие биологически важные 
события как слияние мицелл, их изгиб, также связаны с объемными 
пара метрами [23–25]. Таким образом, важно знать закономерности 
изме нения энергетических и объемных параметров липидных 
мембран при переходе гель – жидкий кристалл. 
 Используя калориметрию при высоком давлении, мы деталь
но изу чили поведение основного конформационного перехода 
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(гель – жидкий кристалл) группы гомологичных фосфолипидов – 
1,2диацил фосфатидилхолинов с разной длиной гидрофобных 
хвостов [26–29]. Для примера на рис. 1 показаны кривые плавления 
DPPC (16:0 PC, 1,2дипалмитоилsnглицеро3фосфохолин) при 
различных давлениях. Было показано, что при увеличении длины 
«хвоста» температура перехода увеличивается нелинейным образом. 
Увеличение давления до 200 МПа (2000 атм) приводит к увеличению 
температуры плавления липидов приблизительно на 34о.
 Нами был разработан математический аппарат, позволяющий 
ана лизировать полученные экспериментальные калориметрические 
данные и интерпретировать результаты [30, 31]. В результате нам 
уда лось оценить скачки основных парциальных термодинамических 

Рис. 1. Зависимости избыточной молярной парциальная теплоемкость дисперсии 
DPPC (1,2диацилпалмитоилфосфатидилхолин) в воде от температуры при 
различных давлениях (внизу). Слева направо: 0.0981, 53.4, 84.1, 116.6, 164.3, 
186.7 МПа. В верхней части рисунка – схематическое представление фазового 
перехода в липидной бислойной мембране из низкотемпературной гель–фазы 
(слева) в высокотемпературную жидкокристаллическую фазу (справа).
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функ ций при переходе, включая скачки объема, а также скачки 
коэф фициентов изотермической сжимаемости и изобарического 
коэф фициента теплового расширения. Проанализирован характер 
зави си мости термодинамических функций перехода от давления и 
длины ацильных цепей.
 Было показано, что при переходе липидный бислой увеличивает 
свой парциальный объем не более, чем на несколько процентов 
(3.2 % для DPPC) при атмосферном давлении. Интересно заметить, 
что теплота плавления липидов этого класса в пересчете на одну 
мети леновую группу (CH2) гидрофобного хвоста близка к значению 
для этой величины при плавлении алканов и полиэтилена. То есть в 
энергетическом плане появление определенной свободы движения 
CH2 групп у полимерных материалов и таких же гидрофобных хвос
тов фосфатидилхолинов «стоит» приблизительно одинаково. Наличие 
воды с двух сторон липидного бислоя практически не сказывается 
на «энергетической стоимости» движения метиленовых групп. 
 Было показано, что теплота (энтальпия) плавления гомологичных 
липидов с одинаковой полярной головкой, но разными по длине гид
ро фобными ацильными хвостами пропорциональна длине (числу ато
мов углерода N) этого хвоста при любом давлении [22, 27, 28, 32–34]. 
Это же относится и к величине изменения объема при переходе.

 
где N∆H = 0 и N∆V = 0 – число атомов углерода в одной ацильной цепи 
липида, при котором изменение энтальпии и объема обращается в 
ноль. ∆hCH2

 и ∆vCH2
 – изменение энтальпии и объема при пере ходе, 

соот ветственно, в пересчете на одну метиленовую группу. Такое пове
дение связано с тем, что при удлинении достаточно длинных хвостов 
липидов на одну метиленовую группу число групп в пограничной 
области гидрофобного монослоя не меняется. Меняется только число 
практически эквивалентных метиленовых групп, сильно погру
жен ных в гидрофобный слой. Ясно, что такой линейный характер 
зави симостей сохранится при любых условиях (рН, ионная сила, 
давление, температура). 
 Важный вывод следует из соотношений классической термоди
намики. Можно утверждать, что если энтальпия перехода при какой
то длине ацильных «хвостов» N∆H = 0 обращается в ноль, то и изменение 
объема для этого липида при тех же условиях обязано обратиться в 
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ноль. Это следует, например, из соотношения Клайперона–Клаузиуса: 

 
Здесь Tm – абсолютная температура перехода, P – давление.
Таким образом, в соотношениях (1) и (2) N∆H = 0 = N∆V = 0 , и 

 
Иными словами, изменение энтальпии и изменение объема при пере
ходе должно обращаться в ноль при одной и той же длине ациль ной 
цепи. Из вышеупомянутых результатов можно сделать два нетри ви
аль ных вывода.
  (а) Для гомологичных липидов с хвостами разной длины отноше
ние изменения объем к изменению энтальпии есть постоянная вели
чина, зависящая только от давления, но не от N. 

 
Соотношение (5) можно получить простым делением уравнения (4) 
на уравнение (2).
 Впервые постоянство отношения изменения объема к изменению 
энтальпии было установлено эмпирически в работах [23, 24] путем 
сопоставления данных сканирующей микрокалориметрии и денси
то метрии при обычном давлении, но подтверждено и объяснено 
нами [27–29] методом сканирующей микрокалориметрии высокого 
давления. 
 Второе нетривиальное следствие (б), основанное на вышеупо мя
нутых соображениях, выглядит следующим образом. Зависимости 
лога рифма температур переходов от давления для гомологичных 
липи дов на графиках всегда параллельны. Иными словами полная 
произ водная логарифма температуры перехода по давлению одина
кова для всех гомологичных липидов. Это следует из соотношения 
Клай перона–Клаузиуса (3) и соотношения (5). Действительно, неза
висимо от N
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Учитывая, что абсолютное значение температур переходов меняется 
незначительно, ясно, что и зависимости температур от давления также 
будут близки по наклону. На рис. 2 показаны зависимости темпера
туры перехода гель – жидкий кристалл для фосфатидилхолинов [27]. 
 Следует заметить, что из того, что плавление липидов – аналог 
плав ления алканов, природа головки хотя и способна влиять на ста
биль ность переходов, но не приводит к нарушению вышеупо мя нутой 
зако но мерности. То есть для липидов с другой головкой, но с такими 
же «хвостами» оба вышеупомянутых следствия также будут верны. 
Более того, значения отношения энтальпии к изменению объема для 
всех липидов с двумя ацильными цепями (и насыщенными связями), 
но с разными полярными головами будут близки. 
 Интересная закономерность была установлена нами при тео
рети чес ком анализе влияния давления на одностадийный пере
ход [31]. Оказалось, что в зависимости от соотношения кажуще
гося коэффи циента расширения перехода αm = 1/∆V(∆V/T)p и 
обратной температуры перехода энтальпия (теплота) перехода может 
уменьшаться или расти. Если коэффициент расширения боль
шой αm > Tm

–1, энтальпия будет уменьшаться с ростом давления 
(d∆Vm/dP < 0), а при αm < Tm

–1 энтальпия будет расти (d∆Hm/dP > 0). 
При αm = Tm

–1  энтальпия не будет зависеть от давления (d∆Hm/dP = 0). 
Здесь ∆Hm и Tm – энтальпия и температура плавления. 
 Такое поведение энтальпии плавления с ростом давления мы 
наблю дали при изучении диацилфосфатидилхолинов с разной длиной 
хвоста [28]. Если у коротких липидов энтальпия перехода растет, то 
у длинных она падает, и это связано именно с тем, что коэффициент   
αm изменяется соответствующим образом. Так как зависимость 
энталь пии ∆Hm от N носит линейный характер, ясно, что существует 
такая длина Nv некого виртуального липида, у которого энтальпия 
пере хода не будет зависеть от давления. Нами было показано, что 
этот виртуальный липид в случае фосфатидилхолинов будет иметь 
длину Nv ≈ 15.5 и энтальпию ∆Hm,v ≈ 31  kJ/mol. Исходя из всего 
пере численного, следует, что графическое представление линейной 
функции энтальпии перехода от N с ростом давления будет вращаться 
вокруг точки с координатами Nv и ∆Hm,v, которая соответствует 
вир туальному липиду (см. рис. 3). Из рисунка также видно, что с 
ростом давления точка пересечения зависимости энтальпии от N с 
осью абсцисс N∆H=0(P) смещается в область более коротких липидов. 
Напри мер, при атмосферном давлении N∆H=0 ≈ 10.9, а при 200 МПа 
эта точка смещается до N∆H=0 ≈ 9.1. Наличие точки пересечения озна
чает, что при обычном давлении гельфаза для коротких липидов 
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Рис. 2. Зависимости температур «плавления» мультиламеллярных везикул 
1,2диацил фосфатидилхолинов в воде при различных давлениях (использованы 
данные из [27]). Непрерывные линии показывают наилучшие квадратичные 
прибли жения экспериментальных зависимостей. Зависимости соответствуют 
(снизу вверх) липидам с длиной ацильных цепей от 14 атомов углерода (14:0 PC) 
до 19 атомов углерода (19:0 PC). Использованы следующие обозначения: 14:0 
PC (£), 15:0 PC (r), 16:0 PC (s), 17:0 PC ( ), 18:0 PC (¯), and 19:0 PC (  ). 

Рис. 3. Зависимости энтальпии плавления 1,2диацилфосфатидилхолинов в воде 
от длины ацильных цепей N (адаптировано из [28]). Непрерывная линия пока зы
вает наилучшее приближение экспериментальной зависимости, получен ной при 
атмосферном давлении линейной функцией. Штрихпунктирная линия соот вет
ст вует давлению 200 МПа (вычислена на основе экспериментальных данных).
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(N < 12) энергетически невыгодна и такие липиды будут находиться в 
жидкокристаллической форме при любой температуре, естественно, 
если они вообще будут способны образовывать бислойную структуру. 
При давлении 2000 атм и более гелевое состояние, вероятно, может 
быть обнаружено и у липидов с N равным 10 и 11 атомов углерода. 
 Наличие вышеуказанной специфической связи между длиной 
гид рофобного хвоста липида, его энтальпией плавления и давлением 
накла дывает определенные ограничения на зависимость коэффициен
тов теплового расширения и изотермического сжатия с длиной хвоста 
липида. Как показано нами [28], эти коэффициенты являются нели
ней ными функциями N, однако функция становится линейной, если 
в качестве аргумента использовать параметр (N – Nn) / (N – N∆H = 0) 
(рис. 4). 

Рис. 4. Зависимость разницы между кажущимся коэффициентом изобарического 
расши рения перехода и обратной температурой перехода при постоянном давле
нии от параметра (N − Nv) /(N − N∆H=0) (см. текст), зависящего от длины ацильной 
цепи N (верхняя ось абсцисс). Данные адаптированы из [28]. Непрерывной 
линией показано наилучшее приближение зависимости линейной функцией.
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III. ПЕРЕХОД КЛУБОК – ГЛОБУЛА МОДЕЛЬНЫХ 
ПОЛИМЕРОВ ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ ТЕМПЕРАТУРЫ

«Умные» (smart), стимулзависимые полимеры, способные к само ор га
низации в водной среде, весьма перспективны для решения различ ных 
биомедицинских задач, начиная от адресной доставки лекарств, кончая 
экспрессией генов и моделированием поведения белков и ферментов 
[35, 36]. Выяснение принципов и механизмов самоорганизации таких 
полимеров в водных растворах, а также теоретическое описание их 
поведения имеют фундаментальное значение для полимерной науки. 
В случае амфифильных полимеров самоорганизации определяется 
балан сом гидрофобных и гидрофильных элементов в их структуре. 
Факторы внешнего воздействия могут сдвигать этот баланс, вызывая 
внутри и межмолекулярную ассоциацию химических групп поли
мера и образование упорядоченных структур (глобулы, мицеллы, сети 
и т.д.). Температура является одним из наиболее важных параметров 
окру жающей среды. Некоторые термочувствительные полимеры в 
водной среде, как известно, способны претерпевать обратимые коопе
ра тивные переходы типа «клубок – глобула», физическая природа и 
механизмы которого фундаментально связаны с переходами в белках 
[37–39]. Такими полимерами являются, например, поли(Nизопро пил
акриламид) (PNIPAM) [40], и поли(винил метиловый эфир) (PVME) 
[41] (рис. 5). 
 PNIPAM представляет собой химический изомер полилейцина, 
имею щий полярную пептидную группу не в основной, а в боковой 
цепи. При нагревании PNIPAM в водном растворе претерпевает 
пере ход типа клубок–глобула, который можно рассматривать как 
внутри моле кулярный переход из состояния развернутого в состояние 
рас плав ленной глобулы [42]. Подобный переход, но, возможно, 
более сложный, наблюдается и у PVME [43]. Физическая природа 
и механизм этих переходов, и перехода связанного с ренатурацией 
белков, в определенной степени подобны [37–39]. Процесс, как и в 
слу чае белков, сопровождается значительным отрицательным скач ком 
теплоемкости. Последнее указывает на существенную дегидратацию 
гидрофобной поверхности в обоих случаях. В ходе экспериментов 
были получены зависимости температуры и энтальпии перехода от 
дав ления в диапазоне от 1 атм до 2000 атм. 
 В случае PNIPAM, увеличение давления приводит к уменьшению 
энтальпии и увеличению полуширины перехода, в то время как темпе
ратура перехода в этом диапазоне давлений проходит через максимум 
[44] (рис. 5). Соответственно изменение парциального объема при 
пере ходе положительно при низких давлениях и отрицательно при 
высо ких. 
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 В случае PVME термограммы разделения фаз имели более 
сложный характер [45]. При плавлении имеется две особые точки: 
точку (Tt,1, бинодаль) и точку сосуществования трех фаз (Tt,2). С 
рос том давления температура Tt,1 падает на 10 оC, а температура Tt,2 
уве личивается на 15 оC, при этом энтальпия перехода уменьшается в 
1,5 раза, а скачок теплоемкости остается практически неизменным. 
Полу ченные данные показывают, что последовательные фазовые 
пере ходы, которые претерпевает разбавленный водный раствор 
поли(ви нил метиловый эфир) при нагревании, имеют разную природу.

Рис.5. Зависимости парциальной избыточной теплоемкости PNIPAM от темпе
ратуры (внизу) при давлениях: 1 – 0,0981 (атмосферное давление); 2 – 38.2; 3 – 
52.3; 4 – 91.1; 5 – 127; 6 – 156; 7 – 201 MPa. В верхней части рисунка приведены 
струк турные химические формулы PVME и PNIPAM (сверху вниз).
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IV. БЕЛКИ
Создание всесторонней адекватной модели стабилизации структуры 
гло булярных белков, в том числе учитывающей и объемные эффекты – 
один из важных и крайне необходимых этапов развития физики белка 
[46]. Данное направление науки интенсивно развивалось в течение 
пос лед них десятилетий. В частности, экспериментально была пока
зана применимость модели двух состояний для денатурации одно
домен ных глобулярных белков [47–48]. Оценен вклад различ ных 
взаимо действий в энтальпию и энергию стабилизации струк туры 
белков [49]. Было установлено, что существенный вклад в стаби ли
за цию структуры вносят, в частности, так называемые гидро фоб ные 
взаимодействия [50–52]. 
 Известно, что разворачивание (денатурация) глобулярных белков 
сопровождается большим изменением (скачком) его теплоемкости [47, 
53]. Известно также, что столь же большие изменения теплоемкости 
сопровождают и гидратацию неполярных соединений [54–56]. Эти 
факты, а также дегидратация неполярной поверхности молекулы 
белка в ходе самосборки ее пространственной структуры послужили 
осно вой для предположения о том, что гидратация неполярных 
групп при денатурации является основной причиной большого 
дена ту рационного скачка теплоемкости белков. Было показано нали
чие количественного соответствия между площадью неполярной 
поверх ности белков, дополнительно гидратируемой в результате 
дена турации, и денатурационным скачком теплоемкости [57]. Вклад 
гидра тации полярной поверхности в скачок теплоемкости обычно не 
превы шает 20% [55, 56]. Таким образом, денатурационный скачок 
тепло емкости может считаться мерой количества гидрофобной поверх
ности, дополнительно гидратируемой в результате денатурации. 
При валовым и Махатадзе был разработан алгоритм, позволяющий 
на основании структуры белка в нативном состоянии и данных по 
пере носу модельных соединений из неполярного растворителя в воду 
оцени вать некоторые термодинамические функции стабилизации его 
структуры [49, 55, 58,]. Таким образом, казалось, модель переноса 
гидро фобных групп – удачная модель для объяснения наличия дена
ту рационного скачка теплоемкости и оценки термодинамических 
функ ций стабилизации нативной структуры глобулярных белков.
 К сожалению, не столь удачно наше понимание причин изменения 
объема при денатурации белков. Обычно величина денатурационного 
инкре мента объема не превышает 1.0% от полного молекулярного 
объема молекулы белка и составляет в большинстве случаев вели чину 
порядка десяти миллилитров на моль [59, 60]. Несмотря на малую 
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величину, денатурационный инкремент объема – важный термо ди
на мический параметр, определяющий в частности, как повышение 
дав ления будет сказываться на стабильности структуры белка.
 Факторы, способные вносить вклад в изменение объема белков 
при денатурации более или менее известны [60, 61]. Первой и 
наиболее очевидной причиной изменения объема при денатурации 
является наличие полостей, не заполненных растворителем в его 
натив ной структуре. Следующий существенный вклад может быть 
обус ловлен хорошо известным явлением изменения объема жид кости 
под воздействием молекулярных электрических полей – так назы
ваемой электрострикцией [59, 62]. В частности, хорошо известно 
существование в белках аномально титруемых групп, изме няющих 
свой заряд при денатурации, что способно привести к изме не нию 
термо динамического объема молекулы [63, 64]. Изучение гидра та ции 
модельных соединений показало, что изменение объема моле кулы 
белка при денатурации за счет гидратации дополнительной поверх
ности полипептидной цепи также может быть существенно [65]. Ясно 
также, что существуют и другие типы взаимодействий, например, 
обра зование водородной связи, способные привести к изменению 
объема [61, 66].
 Важно заметить, что все из перечисленных вкладов в расчете на 
одну боковую группу имеют приблизительно один и тот же порядок 
величины, что и денатурационный инкремент объема всей молекулы 
белка. Таким образом из самых общих соображений следует, что 
величина денатурационного инкремента объема (изменение объема 
в результате денатурации) определяется как компромисс между 
множеством вкладов различной природы, сравнимых по величине 
с результирующем объемом. Это существенно усложняет задачу по 
точной теоретической оценке денатурационного инкремента объема.
 Попытки использовать данные по переносу модельных соедине
ний из жидкого гидрофобного окружения в воду для оценки денатура
цион ных инкрементов объема сразу же натолкнулись на серьезные 
трудности. В частности, еще Козман [67] заметил, что «модель 
пере носа жидких углеводородов терпит почти полную неудачу при 
попытке применить ее к воздействию давления на сворачивание 
белков». 
 Подобные выводы сделали и некоторые другие авторы [62, 68]. 
Основанием для этого послужили следующие соображения. Неболь
шая неполярная молекула при переносе из жидкой углево до род ной 
окружающей среды в воду при обычном давлении умень шает свой 
термодинамический объем на 10–20 мл/моль. Увеличение давления 
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приводит к росту этого изменения до небольшой положительной 
величины (около 5 мл/моль) [69–70]. Следовательно, если гидрофоб
ное ядро белка имеет сходство с жидкими углеводородами и если 
существенное число неполярных групп (скажем 10 или 20) экспони
руется в воду при денатурации белка, тогда при обычном давлении 
ΔV должно быть большим по абсолютной величине и отрицательным 
(–100 – –400 мл/моль), а при больших давлениях – небольшим поло
жительным (от 50 до 100 мл/моль). Как правило, белки не ведут 
себя так, как описано выше. При низких давлениях ΔV принимает 
неболь шие положительные или отрицательные значения, а при 
повы шении давления значения ΔV могут уменьшаться и принимать 
отри цательные значения до десятков миллилитров на моль белка 
[5, 62, 69, 71]. Данное явление в литературе известно как объемный 
пара докс белка [72].
 Обращает на себя внимание еще одна неясность в данном 
вопросе. Все вышеуказанные явления при низком давлении способны 
вносить только отрицательные вклады в суммарный инкремент 
дена турационного объема, и не ясно, что делает этот объем малым, 
или даже положительным. В отличие от отрицательных вкладов, 
проис хождение положительных вкладов в денатурационный инкре
мент объема вызывает споры. В данном случае мы не имеем в виду 
положительный вклад в инкремент объема, вызванный прото ни ро
ва нием аномально титруемых групп. Данное явление хотя и реально 
существует [63, 64], но может оказывать влияние на дена ту ра ционный 
инкремент объема лишь в узкой области рН, где степень дис социации 
групп в нативном и денатурированном состоянии заметно отличается. 
 Внутренне противоречивой является также гипотеза о домини
рую щем вкладе внутренних полостей в структуре белков в сум мар ный 
денатурационный инкремент объема. Существует группа иссле до
ваний, авторы которых фактически отрицают вклад дополнительной 
гидратации и электрострикции при денатурации, что противоречит 
дан ным по модельным соединениям. Авторы этих работ считают, «что 
давление разворачивает белки главным образом благодаря полостям, 
которые присутствуют в свернутом состоянии, и отсутствуют в раз
вернутом» [73, 74]. 
 Учитывая вышеуказанные противоречия в понимании природы 
причин положительного вклада в денатурационный инкремент объема, 
несколькими авторами была предложена модель, согласно которой 
денатурацию при высоком давлении правильней моделировать не 
про цессом гидратации неполярных соединений, а наоборот про
цес сом переноса молекул воды в неполярную среду – гидрофобное 
ядро молекулы белка [62, 72, 75]. Как известно, изменение объема 
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для переноса воды в дихлорэтан составляет +2 мл/моль, перенос 
воды в бензол или трихлорэтан приводит к изменению объема +4 
мл/моль, в случае переноса воды в четыреххлористый углерод 
изме нение объема может достигать +14 мл/моль [76]. Впервые 
такая модель была предложена для объяснения влияния высокого 
давле ния на скорость денатурации глобулярных белков [77]. Было 
показано, что при повышенном давлении активационная энтальпия 
становится отрицательной. Модель предполагала, что повышение 
давления приводит к проникновению отдельных молекул воды в 
белковое гидрофобное ядро, что сопровождается существенным 
выде лением тепла. Гипотеза была предложена для моделирования 
акти вированного состояния, но в дальнейшем была распространена 
и на равновесное денатурированное состояние. 
 Для проверки этой гипотезы нами было изучено воздействие 
высокого давления на денатурацию лизоцима и РНКазы [78]. Глав ным 
экспериментальным результатом этой нашей работы было доказа
тельство отсутствия существенного влияния высокого давления на 
денатурационный скачок теплоемкости ∆cp глобулярных белков при 
давлениях вплоть до 2000 атм (рис. 6 ). Как мы уже упоминали, дена
ту рационный скачок теплоемкости глобулярных белков есть прямое 
следствие гидрофобного эффекта. Изменение скачка теплоемкости 
при повышенном давлении могло быть обусловлено двумя факто рами, 
а именно ослаблением этого эффекта изза изменения структуры 
воды вблизи гидрофобной поверхности под воздействием давления 
и/или с изменением количества дополнительно гидратируемой при 
дена турации поверхности молекулы белка. Отсутствие существенных 
изме нений ∆cp означает отсутствие заметного влияния давления на 
вышеуказанные факторы. 
 Отсутствие заметного влияния высокого давления на скачок тепло
емкости подтверждается и результатами работы [71], где показано, 
что использование предположения о постоянстве скачка теплоемкости 
позволяет построить непротиворечивую фазовую диаграмму для 
химо трипсина при давлениях до 7000 атм. Полученная фазовая 
диаграмма хорошо согласуется с экспериментально обнаруженной 
темпе ратурой холодовой денатурации при повышенном давлении. 
Надо заметить, что явление холодовой денатурации в принципе 
невоз можно, если денатурационный скачок теплоемкости стремится к 
нулю. Это следует из того, что при нулевом ∆cp энергия Гиббса будет 
линей ной функцией температуры и не может обращаться в ноль при 
двух различных температурах. Сам факт существования холодовой 
дена ту рации при высоком давлении подтверждает сохранение боль
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Рис. 6. Зависимости энтальпии денатурации лизоцима от температуры денату
ра ции при атмосферном давлении (закрашенные символы) и при 178 МПа 
(незакрашенные символы). Экспериментальные точки получены при следующих 
зна че ниях рН: 2.50 (£), 2.75 (r), 3.00 (s), 4.00 (), 4.50 (¯) и 5.00 (  ). 
Пря мые линии соответствуют наилучшим приближениям экспериментальных 
зави симостей линейными функциями.   

ших значений скачка теплоемкости при высоких давлениях [79–82]. 
 Следующий важный вывод – отсутствие принципиальных изме
не ний природы гидратации и площади гидрофобной поверхности, 
дополнительно гидратируемой при денатурации. Под природой 
гид ра тации здесь мы понимаем свойства воды, проникающей в гид
ро фобное ядро белка. Проникает ли вода в виде отдельных молекул 
или небольших групп молекул, теряя при этом свои макроско пи
ческие свойства (например, поверхностное натяжение или спо соб
ность по определенным законам гидратировать отдельные непо
ляр ные молекулы), или она сохраняет свои свойства как жидкости? 
Наши данные говорят о том, что при денатурации глобу ляр ных 
белков не может быть такой ситуации, когда при низком давлении 
разворачивание молекулы и гидратация гидрофобных групп соот
ветствует переносу неполярных соединений в воду, а при высоком 
давлении разворачивание уже должно моделироваться переносом 
отдельных молекул воды в неполярное окружение. Изменение 
харак тера гидратации неизбежно привело бы к существенному 
умень шению скачка теплоемкости и, возможно, к изменению коопе
ра тивности денатурации. Ничего подобного мы не наблюдаем. Аргу
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менты о том [72], что при высоких давлениях в денатурированном 
состоянии присутствует заметное количество вторичной структуры, 
а гидро динамические размеры белка в денатурированном состоянии 
сущест венно меньше, чем, например, в денатурантах, ничего не 
доказывают. Некоторые белки, денатурированные теплом, а также 
белки, денатурированные холодом, при обычном давлении ведут 
себя подобным образом (высокая степень вторичной структуры и 
отно сительно малые размеры) [83], однако при этом скачок тепло
ем кости у них согласуется с моделью переноса. Вероятно, и при 
высо ком давлении объемы проникающей в денатурированный белок 
воды достаточны, чтобы можно было считать ее макроскопическим 
объектом. 
 Таким образом, фундаментальным следствием полученных 
резуль татов является то, что процесс денатурации и степень гидра
та ции неполярных групп при атмосферном и повышенном до 2000 
атмосфер давлении очень похожи. Модели, предполагающие сущест
вен ное изменение характера гидратации глобулярных белков в дена
ту рированном состоянии при высоком давлении, вряд ли можно 
признать правильными. Это подтверждают и прямые измерения 
гид ратной оболочки атома криптона методом абсорбционной рентге
нов ской спектроскопии [84]. Авторы статьи указывают, что «в 
противоположность тому, что полагали ранее, гидратная оболочка 
гидро фобного атома обладает высокой устойчивостью к любым 
возму щениям давлением». 
 Нами также было проведено исследование влияния высокого 
давления на денатурационный переход белка коллагена [85]. Как 
известно, коллаген имеет специфическую спиральную структуру. 
Коллаген образует 2–3 внутримолекулярные водородные связи на 
три аминокислотных остатка и не имеет гидрофобного ядра [86]. На 
рис. 7 показаны избыточные парциальные теплоемкости коллагена 
при нескольких давлениях. Как видно из рисунка, увеличение 
давле ния стабилизирует структуру коллагена, но не сказывается на 
коопе ративности его денатурационного перехода. Давление заметно 
понижает энтальпию денатурации. В отличие от денатурации боль
шинства глобулярных белков денатурация коллагена происходит с 
увеличением удельного парциального объема при нормальном давле
нии. Более того, изменение объема коллагена по абсолютной величине 
заметно выше, чем у большинства белков. При увеличении давления 
изменение объема уменьшается благодаря различию в сжимаемости 
белка в свернутом и развернутом состояниях. Этот эффект в неболь
шой степени компенсируется различиями в коэффициентах теплового 
расширения.
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 Возвращаясь к выяснению природы положительного вклада в 
денатурационный инкремент объема белков, следует упомянуть, 
что коллаген очень удобен для прояснения обсуждаемого вопроса. 
Существенным его отличием от глобулярных белков является отсут
ствие гидрофобного ядра и как следствие относительно неболь
шая гидрофобная поверхность гидратируемая при денатурации. 
Ока залось [85], что при нормальном давлении денатурационный 
инкремент объема коллагена составляет +1.1·10–2 см3 г–1, что намного 
больше величин, наблюдаемых у глобулярных белков (~–10–3 см3 
г–1). Поскольку при денатурации коллагена происходит лишь разрыв 
внутримолекулярных водородных связей и увеличение подвижности 
полипептидной цепи, а вода получает дополнительный доступ в 
основном к полярной поверхности, очевидно, что именно эти события 
способны приводит к большому увеличению объема. Таким образом, 
большой положительный вклад в денатурационный инкре мент объема 
любых белков при обычном давлении способно дать освобождение 
самой полипептидной цепи с ее последующей гидратацией. Что 
касается внутримолекулярных водородных связей, то очевидно, 
что они приводят к уменьшению физического объема моле кул в 
натив ной конформации и, следовательно, также должны давать 

Рис. 7. Избыточная молярная (на один аминокислотный остаток) парциальная 
теп лоемкость коллагена в водном растворе при различных давлениях. Давление 
(слева направо): 0.0981, 41.3, 108, 180 МПа.
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поло жительный вклад в денатурационный инкремент объема при 
отсутст вии гидратации освободившихся групп. Однако в случае раз
рыва внутри молекулярных водородных связей с последующим обра
зо ванием водородных связей с молекулами воды результирующий 
вклад в инкремент объема может оказаться любого знака. 

V. СОПОСТАВЛЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ,  
ПОЛУЧЕННЫХ НА ОБЪЕКТАХ РАЗЛИЧНОЙ ПРИРОДЫ

Несмотря на различие химической структуры изученных объектов, 
сопоставление полученных результатов позволяет лучше понять при
роду денатурационного инкремента объема белков. Как известно, дена
турация глобулярных белков сопровождается дополнительной гид ра
тацией ранее спрятанных от воды гидрофобных групп. Существенное 
увеличение парциальной теплоемкости (скачок теплоемкости) белка 
обус ловлено именно этим явлением. Кроме того, при денатурации 
наблю дается существенное увеличение подвижности всех групп, в 
том числе и гидрофобных, расположенных в ядре молекулы. Неко
торое время назад при анализе причин кооперативности денату
рации было введено понятие «сухой расплавленной глобулы» 
[87]. Предполагалось, что при определенных условиях нативный 
белок мог бы претерпевать кооперативный переход, в результате 
кото рого элементы структуры существенно увеличили бы свою 
подвиж ность благодаря небольшому уменьшению плотности 
укладки молекулы (увеличение размеров глобулы). Предполагалось 
также, что доступность гидрофобных групп для воды в результате 
такого перехода практически не меняется. Переход молекулы белка 
из нативного состояния в состояние «сухой расплавленной гло
булы» можно рассматривать как определенную аналогию с плав
ле нием твердых веществ. Молекула белка переходит из состояния 
«квазикристаллического» в состояние «квазижидкое». Используя 
эту терминологию, денатурацию белка в целом можно рассматривать 
как двухстадийный процесс: (а) переход из плотно упакованного сос
тоя ния с низкой подвижностью боковых групп в состояние «сухой 
рас плавленной глобулы» и (б) переход из «сухой расплавленной 
глобулы» в развернутое хорошо гидратированое состояние. 
 Возвращаясь к «объемному белковому парадоксу», можно 
конста тировать, что изученные нами объекты являются достаточно 
хоро шими моделями, способными в заметной степени прояснить 
причину установленных ранее противоречий. В частности, переход 
гель – жидкий кристалл в липидах это переход из состояния, когда 
гид рофобные группы дегидратированы и их движение в значи тель
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ной степени заторможено в состояние с дегидратироваными, но 
растор моженными гидрофобными группами. Исходное состояние 
в определенной степени может моделировать нативное состояние 
белка, конечное состояние в вышеуказанном смысле похоже на 
«сухую расплавленную глобулу» (переход а). В силу отсутствия 
допол нительной гидратации гидрофобной поверхности в результате 
перехода скачок теплоемкости практически отсутствует (см. таблицу). 
Переход сопровождается большим поглощением тепла (220 Дж/г) и 
отно сительно большим увеличением парциального объема (16·10–2 
см3/г). Переход также характеризуется относительно большим отно
ше нием изменения объема к изменению энтальпии (7.1·10–4 см3/Дж), 
что говорит о значительной зависимости температуры такого пере
хода от давления. Последнее утверждение следует из уравнения 
Клай перона–Клаузиуса (6).

Таблица. Термодинамические параметры термотропных 
переходов у объектов различной химической природы  

при атмосферном давлении

Параметры 
/ Объект

Липиды
(на CH2 
группу)

Кол
лаген РНКаза PNIPAM PVME

Тип пере
хода

Гель–
жид кий 
крис
талл

Супр
спи
раль–
клу бок

Плотно 
упако ван
ная гло бу
ла–клу бок

Клу бок–дегид
ра ти ро ван ная 
рас плав лен ная 
гло була

Клу бок–де гид
ра ти ро ван ная 
рас плав лен ная 
гло була

∆h 
(Дж/г) 220 72 34

от 56 (низкое P)  
до 32 (высокое 
P)

от 88 (низкое 
P) до 50 (высо
кое P)

∆cp 
(Дж/г/град) <0.05 <0.05 0.41 –0.75 –1.2

∆V / 10–2

(см3/г) 16 1.1 0.03
от 2 (низкое P) 
до –6 (высокое 
P)

∆V/∆h / 10–4

(см3/Дж) 7.1 1.5 0.1
от 3.6 (низкое 
P) до –19 
(высо кое P)

     Обозначения: ∆h и ∆V – парциальные изменения (инкрименты) энтальпии 
и объема при переходе; ∆cp - парциальный скачок (инкримент) теплоемкости. 
PNIPAM - поли(Nизопропилакриламид), PVME - поли(винилметиловый 
эфир). Дан ные по липидам относятся к фосфатидилхолинам.
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 Переход из высокотемпературной формы PNIPAM (глобула) в 
низ ко температурную (клубок) это переход из состояния, когда гидро
фоб ные группы существенно дегидратированы, но их движение рас
тор можено (состояние похоже на «сухую расплавленную глобулу») 
в состояние с гидратироваными расторможенными гидрофобными 
груп пами (случай б). Конечное состояние в этом смысле похоже на 
дена ту рированное состояние белка. В силу большой дополнительной 
гидратации гидрофобной поверхности переход сопровождается 
(см. таблицу) большим скачком теплоемкости (~1 Дж×г–1×град–1), 
заметным выделением тепла (–56 Дж/г) и заметным уменьшением 
объема (–2×10–2 см3/г). 
 Таким образом, из двух вышеуказанных результатов следует, что 
переход (а) белка из состояния нативного в состояние «сухой расплав
ленной глобулы» должен сопровождаться большим поглощением 
тепла и большим увеличением объема. Последующий переход (б) 
из состояния «сухой расплавленной глобулы» в развернутое гид
ра тированное состояние значительно компенсирует энтальпию 
дена турации и способен на порядок уменьшить денатурационный 
инкре мент объема. В связи с этим интересно заметить, что небольшая 
непо лярная молекула при переносе из жидкой углеводородной окру
жающей среды в воду при обычном давлении уменьшает свой термо
ди намический объем на 10–20 мл/моль, что способно компен сировать 
увеличение объема при «сухом» плавлении белковой глобулы, при
хо дящееся на боковую группу из 4–8 метиленовых групп.
 Таким образом, основной причиной появления кажущегося 
«объем ного белкового парадокса» является предположение о допус
ти мости моделирования гидратации неполярных групп гидрофобного 
ядра при денатурации белка их переносом из жидкого углеводород
ного окру жения в воду. Однако этот процесс моделирует только вто
рую стадию денатурации (стадия б). Судя по результатам перехода 
липи дов гельжидкий кристалл, плотность упаковки углеводородных 
цепей до температуры плавления намного больше, чем плотность 
жид ких углеводородов. Возможно, лучшей моделью для этого может 
быть перенос гидрофобных групп из твердого неполярного окруже
ния в воду. 

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог проведенным исследованиям, можно утверждать, что 
сканирующая микрокалориметрия при высоком давлении спо собна 
давать уникальную информацию об объемных изменениях при 
конформационных переходах макромолекул. Полученные резуль таты 
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позволяют надеяться, что этот метод будет способствовать даль
ней шему развитию физики макромолекул и созданию адекватных 
моде лей стабилизации их структуры, учитывающих в том числе 
объем ные эффекты. 
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