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плав ленная глобула; WMG и DMG – «мокрая» и «сухая» расплавленные глобулы; 
ANS – 8­анилино­1­нафталеносульфоновая кислота; B­alpha­LA – коровий 
альфа­лактальбумин; beta­LG – бета­лактоглобулин; apoMb – апомиоглобин, 
ASA – доступная растворителю поверхность белка; stopped­flow и continuous­
flow – остановленный­ и непрерывный потоки; TS – переходное состояние; 
глав ный максимум свободной энергии при сворачивании белка; 2­state – свора чи­
вание белков без промежуточного состояния; multi­state – сворачивание белков с 
проме жуточными состояниями; DHFR – дигидрофолатредуктаза; FRET – флуо­
рес центный резонансный перенос энергии, TTET – триплет­триплетный перенос 
энергии, HSQC – гетероядерные одно квантовые корреляционные спектры ЯМР.
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I. ВВЕДЕНИЕ
45 лет назад О.Б. Птицын предложил гипотезу о стадийном механизме 
самоорганизации белков [1]. Данные по ренатурации глобулярных 
белков свидетельствовали, что информация о пространственной 
орга низации белков заложена в их первичной структуре [2, 3]. Но 
бел ковая цепь просто не в состоянии перебрать все возможные 
для нее конформации за разумное время, чтобы выбрать из них 
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свою уникальную пространственную структуру (это – так назы­
ваемый «парадокс Левинталя» [4]). Поэтому было естественно 
предположить, что самоорганизация белковой цепи происходит как 
некий направленный процесс и имеет несколько стадий (рис. 1). 
О.Б. Птицын, практически в отсутствие на тот момент (1973 г.) экспе­
риментальных данных, постулировал, что ключевой из них является 
стадия формирования того, что сейчас называется «расплав ленной 
глобулой» [1].
 В 1995 году О.Б. Птицын опубликовал обширный, обстоятельный 
и очень информативный обзор «Molten Globule and Protein Folding» [5], 
который показал, что это промежуточное состояние (расплавленная 
глобула – MG) возникает не только при сворачивании белка, но и при 
его денатурации, при взаимодействии с мембранами, при белок–бел­
ко вых взаимодействиях и т.д. Обзор включал информацию о рав­
но весной расплавленной глобуле, о фазовых переходах в белках, о 
кине тике и механизме сворачивания белков, о физиологической роли 
рас плав ленной глобулы.
 За годы, прошедшие после опубликования этого обзора, значи­
тель ный прогресс достигнут в понимании того, как полипептидная 
цепь находит правильный (нужный) путь для достижения нативной 
функ циональной структуры, какие промежуточные и переходные сос­
тояния приходится преодолевать, какова энергетика этого процесса 
(см. обзоры [6–17] и ссылки в них). Для исследования сворачивания 
бел ков были разработаны и применены новые методы, позволяющие 

Рис. 1. Стадийная модель сворачивания белка [1]. 
 Выделены вторичные струк туры – αβ­спирали (цилиндры) и β­участки 
(стрелки). Оба предсказанные интермедиата впоследствии найдены на опыте 
и названы «предрасплавленной» и «расплавленной» глобулами.



Расплавленная глобула: 45 лет спустя 69

определить разнообразные детали процесса образования структуры 
белка. В те же годы внимание исследователей сместилось в сторону 
изучения «неправильного сворачивания» (misfolding) белков, и, в 
част ности, амилоидообразования [6].

II. ИСТОРИЧЕСКИЙ ЭКСКУРС:  
РАСПЛАВЛЕННАЯ ГЛОБУЛА – ОБЩЕЕ 

ПРОМЕЖУТОЧНОЕ СОСТОЯНИЕ (ИНТЕРМЕДИАТ) 
НА ПУТИ САМООРГАНИЗАЦИИ ГЛОБУЛЯРНЫХ БЕЛКОВ
Эта часть приурочена к 50­летнему юбилею Института белка РАН и 
50­летию Лаборатории физики белка, организованной в этом инсти­
туте О.Б. Птицыным. Эта часть фиксирует внимание на гипотезе 
Пти цына 1973 года, что процесс самоорганизации белковой молекулы 
должен быть результатом направленного процесса, закодированного 
в самих аминокислотных последовательностях и происходящего во 
времени через несколько стадий.
 В то время в лаборатории, возглавляемой Птицыным, разрабаты­
валась теория образования вторичной структуры глобулярных белков 
[18–25]. Было показано, что стабилизация спиральных и вытя ну тых 
β­структурных участков в белковой глобуле определяется, в основ­
ном, дальними взаимодействиями по цепи, а не локальными. Однако 
о локализации вторичной структуры можно судить и по одним 
локаль ным взаимодействиям, потому что оба типа взаимодействий 
согласуются между собой: дальние взаимодействия в глобуле 
стаби ли зируют спиральные и β­структурные участки там, где они 
наме чены локальными взаимодействиями в развернутой цепи. 
(Позже было показано, что статистически достоверное согласование 
разных взаимодействий необходимо для стабильности белковой 
структуры [26].) Разрабатываемые в лаборатории теории других типов 
вторичной структуры, таких как изгибы и петли в цепи, пока зали, 
что места их локализации также намечаются локальными взаимо­
действиями в развернутой цепи, а затем стабилизируются даль ними 
взаимодействиями при образовании глобулярной струк туры [1, 
18–25]. Иными словами, локализация и тип вторичной струк туры 
белка во многом определяется локальной аминокислотной после до­
ва тельностью, хотя стабилизируется эта структура, в основном, не 
локальными, а дальними взаимодействиями в цепи.
 В гипотезе Птицына предполагалось, что флюктуирующие заро­
дыши той или иной вторичной структуры образуются в развернутой 
белковой цепи за счет локальных взаимодействий (в первую очередь, 
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водородных связей). Затем наблюдается образование компактной 
гло бу лярной структуры путем «схлопывания» предсуществующих 
заро дышей вторичной структуры (рис. 1). Но эта «промежуточ ная» 
компактная структура еще отличается от уникальной нативной 
структуры белка, а ее образование обусловлено, в основном, неспе­
ци фи ческими взаимодействиями аминокислотных остатков с окру­
жающей средой (водой и гидрофобным ядром образующейся гло­
булы) [1, 21].
 Как предположил Птицын, далее образование уникальной натив­
ной структуры белковой молекулы происходит путем подстройки 
сфор мированной промежуточной структуры. На этом этапе основную 
роль должны играть специфические силы взаимодействия сближен­
ных аминокислотных остатков. Эти положения были основаны на 
результатах теории спиральной структуры глобулярных белков, 
кото рые свидетельствовали о том, что стабилизация спиральных 
участков в компактных глобулах определяется, в основном, дальними 
взаимодействиями, а не локальными, сила и специфичность которых 
не велика. [19, 20, 23, 25].

ВТОРИЧНАЯ СТРУКТУРА
Образование вторичной структуры имеет большое значение, так 
как оно не только способствует уменьшению объема белковой цепи 
и её перехода из водного окружения в глобулу, но и необходимо для 
появ ления ее правильной топологии (хода в пространстве), что уже 
является элементом третичной структуры белка. Это предположение 
позднее было подтверждено экспериментально [27, см. также 47, 75, 
78–80]. В этих работах было показано, что образование водородных 
связей приводит к компактизации белка при переносе белковой цепи, 
развернутой мочевиной, в условия «плохого» растворителя (каким 
вода является для белка) [27, 28].
 Как правило, на ранних стадиях сворачивания белка появляются 
зародыши той вторичной структуры, что наблюдается в нативном 
белке. Однако интересный случай исключения из этого правила пред­
став ляет белок бета­лактоглобулин (β­LG) [29–32]. У него обнаружен 
ранний кинетический интермедиат с ненативной α­спиралью. Появ­
ление такой спирали в раннем кинетическом интермедиате (до обра­
зования глобулы) не слишком удивительно, так как тот участок после­
довательности β­LG, в котором возникает эта α­спираль, сам по себе 
кодирует именно α­спиральную структуру, а её переход в β­структуру 
связан уже с третичными взаимодействиями. Этот пример показы вает, 
что вышеупомянутое согласование разных взаимодействий в белках 
имеет именно статистический, а не абсолютный характер [26].
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РАВНОВЕСНОЕ ПРОМЕЖУТОЧНОЕ СОСТОЯНИЕ – MG

Гипотеза О.Б. Птицына 1973 года получила свое развитие в после­
дую щих работах автора [21, 23, 33–35]. Одновременно при экспери­
мен тальном исследовании денатурации белков было показано появ­
ление равновесного промежуточного состояния [36], названного 
«расплавленной глобулой» («Molten Globule») [37], обладающего 
свойст вами предсказанного в 1973 году интермедиата сворачивания 
белка [34, 36, 39, 38 и ссылки в нем; см. также обзор 10]. Изучение 
кине тики сворачивания белков также выявило наличие кинетических 
интермедиатов [34, 35, 38, 40, 41, 5 и ссылки в нем] типа расплавлен­
ной глобулы.
 Лаборатория физики белка Института белка принимала актив ное 
участие в этих исследованиях [41–44, см. также ссылки в обзоре 45]. 
В лаборатории был предложен метод для тестирования дос туп ности 
гидрофобного ядра MG растворителю, с использованием «окра ши­
вания» расплавленных глобул красителем ANS [43, 44, 46]. Этот метод 
оказался очень полезным для регистрации равновесной MG [46].
 Как было подчеркнуто в гипотезе О.Б. Птицына, образование 
нативо­подобной топологии является обязательным требованием при 
образовании MG. Позже это было показано для Bα­LA [47, 75, 78], 
белка холодового шока [48] и для других белков [49, см. также 10].

СВОРАЧИВАНИЕ БЕЛКОВ С ПРОМЕЖУТОЧНЫМИ СОСТОЯНИЯМИ 
(MULTI­STATE PROTEINS) И БЕЗ (2­STATE PROTEINS)

Исследование кинетики сворачивания различных белков выявило, что, 
в основном, белки сворачиваются через образование промежуточных 
состояний [41, 49, 50]. Белки, имеющие более двух состояний (натив­
ное, одно или несколько «промежуточных», и полностью разверну тое) 
получили название «multi­state proteins». На пути их сворачивания 
нахо дится не один, а по крайней мере два свободно­энергетических 
барьера (рис. 2).
 Однако ряд белков, в основном небольших, сворачивается через 
один барьер, т.е. у них (у 2­state белков) есть только два состояния: 
натив ное и развернутое (рис. 2a) [49–51]. Галзитская и др. [52], а 
затем Kamagata и др. [49, 50] проанализировали имею щиеся данные 
по кинетике сворачивания обоих типов белков. Они пришли к выводу, 
что константы скоростей свора чи вания multi­state белков (значительно 
различающихся по размеру) существенно коррелируют с длиной цепи 
белка. В то же время, различия скоростей сворачивания небольших 
2­state белков коррелируют с нативной топологией основной цепи 
(точнее – со средним расстоянием по цепи между контакти рую­
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щими в нативной структуре белка а.к. остатками) [53], но не с ее 
длиной, хотя корреляция с длиной становится сущест вен ной, если 
включить в расчет и крупные 2­state белки [54] (которых, правда, 
немного). Kamagata и др. [49] заключили, что сворачивание multi­
state белков (рис. 2b, 2c) с накоплением продуктивного кинетического 
интермедиата (т.е. MG) представляет собой общую модель для меха­
низма сворачивания белков, а сворачивание 2­state белков (проис хо­
дящее без промежуточного состояния) представляет собой упро щен­
ную версию (см. рис. 3) этого более общего механизма.
 Наличие интермедиатов в сворачивании даже тех белков, которые 
первоначально считались 2­state белками, отмечается в обзоре [11]. 
Рисунок 3 поясняет, почему белок может проявлять свойства 2­state 
белка в одних условиях и multi­state белка – в других.
 Авторы работы [11] отмечают, что нелинейность зависимости 
логарифма скорости сворачивания от конечной концентрации 
денатуранта (рис. 4), наблюдаемая порой в кинетике сворачивания 
2­state белков, часто вызывается наличием интермедиатов, которые 
стабильны (по сравнению с U) только при малых концентрациях 
дена турантов, но дестабилизируется (и потому не наблюдается) при 
воз растании их концентрации. Они отмечают также, что модель 
пос ле довательного сворачивания белка предсказывает стаби ли­
за цию интермедиатов при определенных условиях, и что такая 
стаби ли зация интермедиатов может происходить при измене нии 
состава растворителя. Так, добавление сульфата натрия (повышаю­
щего стабильность белковых структур) приводит к появлению 
дополнительной «взрывной» фазы (отражающей присутствие интер­
ме диатов) в мутантах убиквитина [56] и тендамистата [57]; а измене­
ние рН вызывает появление 3­state сворачивания в хисакстофилине 
[58]. Для белка G и иммунного модулятора Im совместное изменение 
рН и добавление сульфата натрия также приводит к появлению 
интермедиатов сворачивания [59, 60]. Как уже отмечалось, появление 
интермедиатов отражается в нелинейности зависимости констант 
ско ростей сворачивания от конечной концентрации денатуранта 
(шевронные графики; см. рис. 4).
 Такое поведение кинетических графиков наблюдается при изме­
нении температуры и при введении мутаций в Pin WW­домене [61, 
62]. Авторы подчеркивают, что разница между 2­state и multi­state 
сворачиванием белка связана с различием в относительной стабиль­
ности частично­свернутых интермедиатов. Они отмечают, что выше­
упо мянутую кривизну левой части шевронного графика (см. рис. 4) 
вызы вают (ввиду изменения скорость–лимитирующего шага) только 
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Рис. 3. Схема, показывающая, что один и тот же белок может вести себя как 
3­state в одних условиях и как 2­state в других, хотя у него всегда есть локальный 
минимум свободной энергии, соответствующий интермедиату сворачивания. 
Главный, лимитирующий скорость всего процесса максимум свободной энергии 
(TS) находится перед состоянием N. 
 (а) Профиль свободной энергии для перехода из развернутого (U) состояния 
в нативное (N) через интермедиат (I) для случая, когда N много стабильнее, чем 
U. Здесь интермедиат I стабилен (по сравнению с U) в белке дикого типа (WT), 
и не стабилен в белке с мутацией (mut); это различие показано в районе I серой 
частью сплошной кривой и точечной кривой, соответственно; рисунок отра­
жает ситуацию, когда мутация влияет только на интермедиат I. Переход из U в 
N происходит в две стадии (U→ I→N) для белка WT (ведущего себя как 3­state 
белок), потому что интермедиат I (находящийся перед TS) стабильнее, чем U. Но 
он как бы происходит в одну стадию (U→N) для mut, белка с мутацией (ведущего 
себя как 2­state белок), потому что интермедиат I нестабилен по сравнению с U 
и, следовательно, не наблюдается на опыте. 
 (б) Переход из U в N для случая, когда N лишь немного стабильнее, чем U. 
Повы шение свободной энергии, сближающее стабильность N со стабильностью 
U, авто матически делает состояние I нестабильным и для WT­белка (как и для 
mut­белка), и тогда переход U→N в нем протекает в одну стадию, т.е. WT­белок 
(как и mut) ведет себя как 2­state белок. 
 (в) Переход из N в U для случая, когда U стабильнее, чем N. Он происходит 
в одну стадию, N→U (т.е. как переход типа «всё–или–ничего» [55] в 2­state 
белке), поскольку лимитирующий скорость всего процесса максимум свободной 
энергии (TS) находится между состояниями N и I, так что медленный переход 
N→ I маскирует последующий быстрый переход I→U.
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интермедиаты, стабилизирующиеся при уменьшении концентрации 
денатуранта.
 Те же авторы предполагают, что наличие интермедиатов является 
важным для процесса сворачивания потому, что создается суженное 
кон фор мационное пространство, облегчающее поиск нативных кон­
тактов (см. также [63]).

ОБНАРУЖИВАЕМЫЕ В РАЗНЫХ УСЛОВИЯХ ИНТЕРМЕДИАТЫ 
СВОРАЧИВАНИЯ НАХОДЯТСЯ В ОДНОЙ И ТОЙ ЖЕ ОБЛАСТИ 

ДИАГРАММЫ КОНФОРМАЦИОННЫХ СОСТОЯНИЙ БЕЛКА

Часто возникает вопрос, – являются ли состояния интермедиатов, 
полу ченные в разных условиях (рН, концентрация денатуранта, 
темпе ратура) разными состояниями, или это всё проявления одного 
и того же промежуточного состояния? Для ответа на этот вопрос 
было проведено исследование денатурации белка (апомиоглобина 
каша лота) и построена трёхмерная диаграмма его конформационных 
сос тоя ний в трех координатах – рН, температура, концентрация дена­
ту ранта (мочевины). В результате был сделан вывод, что все проме­
жу точные состояния апомиоглобина принадлежат одной и той же 
области диаграммы, и между ними не наблюдается конформационных 
переходов [64].

Рис. 4. Характерный вид «шевронного графика» – зависимости скорости прибли­
же ния к равновесию (kapp) между нативным и денатурированным состояниями 
моле кулы белка от концентрации денатуранта.
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III. МНОЖЕСТВЕННОСТЬ ПРОМЕЖУТОЧНЫХ 
СОСТОЯНИЙ НА ПУТИ СВОРАЧИВАНИЯ ГЛОБУЛЯРНЫХ 
БЕЛКОВ – НОВОЕ В ИССЛЕДОВАНИИ РАСПЛАВЛЕННОЙ 

ГЛОБУЛЫ, ВКЛЮЧАЯ «СУХУЮ»
К вопросу о сворачивании белков примыкает проблема разно об разия 
промежуточных состояний. Еще в 1989 году Финкель штейном и 
Шахновичем была предложена теория термодина ми ческих состояний 
белковой цепи [65–67]. Согласно ей, у цепи есть стабильное (или 
метастабильное) состояние типа расплавленной глобулы (MG), 
находящееся – по ходу сворачивания – между нативным и развер ну­
тым состояниями. Согласно той же теории, расплавленная глобула 
может быть, как «мокрой» (когда растворитель входит в поры расплав­
ленного, разрыхлённого белка), так и «сухой» (когда раство ритель не 
входит в эти поры: см. рис. 5). Теория [65–67] показывает, что обычно 
«мокрая» расплавленная глобула (WMG) должна быть стабильнее, 
чем «сухая» (DMG). И именно мокрая расплавленная глобула обычно 
наблюдается в белках [68].
 Развитие более чувствительных экспериментальных методов 
позволило обнаружить сухую расплавленную глобулу экспери мен­
тально. Ею оказался, например, изученный в работе [69] интер­
медиат в разворачивании рибонуклеазы А (RNase). Результат 
этой работы содержится в ее названии «Direct NMR evidence for 
an intermediate preceding the rate­limiting step in the unfolding …» 
(«Пря мое свидетельство ЯМР, что скорость­лимитирующему шагу 
разворачивания предшествует интермедиат …»), причем, согласно 
утверждению авторов работы, этот интермедиат оказался [69] сухой 
расплавленной глобулой, предсказанной в [66]! Таким образом, 
вопреки содержащемуся в [65–67] утверждению, что главное пере ход­
ное состояние расположено между нативной структурой и рас плав­
ленной глобулой (см. рис. 5а), оно оказалось порой распо ло женным 
между сухой и мокрой расплавленными глобулами (см. рис. 5б).
 Более прямое доказательство существования «сухого» интерме­
диата DMG при разворачивании белка монеллина было получено в 
работе [70]. Разворачивание монеллина денатурантом GdmCl наблю­
далось как в равновесии, так и в кинетике методом FRET, а также 
КД и связыванием АNS. Было показано, что в начале разворачивания 
резко меняется расстояние между С­концом единственной спирали 
и Тrp остатком, близким к N­концу этой спирали. Но в то же время, 
по данным Trp флуоресценции и по связыванию ANS, вода еще не 
про никает в ядро белка. Эти эксперименты напрямую указывают на 
наличие DMG на начальной стадии разворачивания монеллина. В 
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Рис. 5. Компактные стабильные состояния белковой глобулы (плотноупакован­
ное нативное и расплавленное, более рыхлое), нестабильное переходное 
сос тояние (TS') для процесса плавления глобулы, находящееся между ними, 
и развернутая цепь. Расплавленная глобула, может быть, как «мокрой» (с 
моле кулами растворителя в порах разрыхлённого белка), так и «сухой» (без 
раст ворителя в этих порах). Поры в расплавленной глобуле достаточно велики 
для свободы колебания боковых групп. Переходное состояние для плавления 
натив ной структуры изображено очень схематично (как однородная структура с 
меньшими, чем в MG, порами, которые уже нарушают взаимодействия в гло буле, 
но еще слишком малы для свободы колебания боковых групп, что и делает TS' 
нестабильным [65, 66]). Это переходное состояние само по себе неод но родно: 
оно состоит из нативо­подобной и денатурированной частей [см. ниже 92]. 
 (а) TS' является главным переходным состоянием в процессе дена ту рации 
белка (случай, рассмотренный в [65–67]). 
 (б) Главным переходным сос тоянием в процессе денатурации является TS'', 
переходное состояние для процесса проникновения воды в глобулу (случай, не 
рассмотренный в [65–67], но обнаруженный экспериментально в ряде работ 
[69, 70]).
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начале разворачивания происходит увеличение объема молекулы, что 
приводит к частичному разрыву нативных контактов, но без про ник­
новения воды в гидрофобное ядро белка. Авторы делают вывод, что 
денатурация нативной структуры белка происходит кооперативно, а 
последующее набухание глобулы – постепенно (как то было пред­
ска зано в [67]).
 Дальнейшее развитие этого вопроса получило в работах Bald win 
и Rose (см. обзоры [13], [15] и ссылки в них). Авторы подчер ки­
вают, что обнаружение DMG­интермедиатов разрушает концеп цию 
модели 2­state сворачивания белка как одностадийного процесса. Они 
отмечают, что пока состояние DMG обнаружено в разво ра чивании 
всего нескольких белков – это RNаse A [69] (см. выше), дигидро­
фо латредуктаза (DHFR), для исследования которой пять остатков 
трип то фана были заменены на 6–19F­триптофан и использован метод 
ЯМР в остановленном потоке [71], монеллин (см. выше) [70] и виллин 
(HP35) [72]. Для исследования HP35 был использован метод TTET 
(трип лет–триплетный перенос энергии). Обратимое равновесие было 
обнаружено между плотноупакованными и неплотно­упакованными 
состояниями в зависимости от температуры и концентрации GdmCl. 
Для этого белка наблюдались конформационные флуктуации, которые 
разрушали Ван­дер­Ваальсовы контакты между Trp белка и введенной 
в белок меткой.
 Развитие этой темы нашло свое продолжение при детальном 
иссле до вании сывороточного альбумина человека (HSA) [73]. В этой 
работе обнаружено появление DMG в равновесном интерме диате 
при рН­индуцируемом разворачивании белка. В работе исполь зо ван 
большой набор методов – FRET, динамическое тушение флуо рес цен­
ции, ближний и дальний UV CD. Полученные результаты привели к 
выводу, что два из трех доменов HSA обнаруживают свойства DMG, 
т.е. они имеют больший объем по сравнению с нативным белком 
и в них нарушена плотная упаковка боковых групп, но при этом 
гидро фобное ядро этих доменов не сольватировано, т.е. остается 
сухим. Разрыв связей между боковыми группами и сольватация 
гид ро фобного ядра этих доменов HSA происходят на разных этапах 
раз во рачивания белка понижением рН, а не одновременно, как то 
обычно наблюдается [73].
 Появление и DMG, и WMG, и сольватированного переходного 
состояния между ними было обнаружено для белка барстар (barstar) 
в процессе его разворачивания [74]. Используя разные варианты 
флуо ресценции и КД, авторы обнаружили, что в нативо­подобном 
интер медиате наблюдается ослабление третичных взаимодействий 
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при разворачивании белка мочевиной, но структура ядра сохраняется, 
и вода не проникает в гидрофобное ядро. Полученные результаты 
позво ляют предложить путь сворачивания барстар: WMG образуется 
быстро из развернутого состояния; затем сворачивание замедляется, 
пред полагая, что скорость­лимитирующий шаг сворачивания нахо­
дится между WMG и DMG. Но DMG трудно исследовать в этих 
усло виях, так как она образуется уже после скорость­лимитирующего 
шага [74].

IV. НОВОЕ В ИССЛЕДОВАНИИ  
«ТРАДИЦИОННЫХ» БЕЛКОВ

ТРАДИЦИОННЫЕ БЕЛКИ ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ MG: НОВЫЕ ДАННЫЕ

За годы, прошедшие после опубликования О.Б. Птицыным в 1995 году 
очень обстоятельного и обширного обзора о расплавленной глобуле, 
было проведено много новых исследований. Для белков, традицион­
ных для изучения состояния MG, проведенные исследования каса­
лись деталей структуры MG и особенностей поведения белков при 
вне сении точечных аминокислотных замен или при существенном 
изме нении внешних условий.

α-Лактальбумин
a) Kuwajima и его группа опубликовали обзор, охватывающий кине­
ти ческие и гидродинамические аспекты формирования MG [75, 
10]. Имеющиеся данные подтверждают, что MG этого белка (α­LA) 
гете рогенна: альфа­домен структурирован, а бета­домен зна чи тельно 
развернут. Но это состояние уже имеет нативо­подоб ную укладку 
основ ной цепи. Образование MG из полностью развер ну той цепи 
проис ходит за миллисекунды [75, 10]. Стабильность струк туры кине­
тического интермедиата является той же самой, что и в равно весной 
MG, и этот кинетический интермедиат является обя за тельным на пути 
сво рачивания этого белка в нативную структуру.
 б) αLA является Са2+­связывающим белком. В работе Wu и др. [76] 
было показано, что связывание Са2+ происходит с β­доменом αLA, 
и это приводит к кооперативному образованию третичных взаимо­
дейст вий, способствуя более быстрому переходу из MG в нативное 
состоя ние.
 в) Исследование кинетики сворачивания αLA методом ЯМР 
обнаружило, что на ранней стадии сворачивания белка формируется 
до 85% спиральной структуры, и кинетика, тестируемая ЯМР, пока зы­
вает, что белок уже обладает почти нативной компактностью [47]. Н/D 
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обмен, масс­спектрометрия и ЯМР свидетельствуют, что структура 
возникает, в основном, в α­спиральном домене. Однако остальная 
часть белка, β­домен, сворачивается медленнее, а добав ление Са2+ 
ста би лизирует уже возникшую структуру и ускоряет конверсию MG 
в нативное состояние. В этой работе четко показано, что общая топо­
логия полипептидной цепи в MG состоя нии является нативо­подоб­
ной, особенно в α­домене, который сворачивается быстро, а замед­
ление скорости сворачивания связано с формированием структуры 
в β­домене и в переходном состоянии [10, 75].
 г) В работе Quezada и др. [77] было изучено влияние мутаций на 
коопе ративность сворачивания/разворачивания MG лактальбумина 
человека, особенно замен на Pro, методом 15N–H 2D HSQC NMR, 
когда появление хорошо выраженных резонансов связано с некоопе­
ра тивным разворачиванием под действием денатурантов [77]. При 
низких концентрациях денатуранта появляются резонансы, соот­
ветст вующие сегментам расплавленной глобулы αLA в наименее 
стабильных областях структуры. Эксперименты были проведены для 
αLA с одной (Cys28–Cys111) дисульфидной связью. Показано, что 
введе ние мутаций в А­спираль сильно сказывается на стабильности 
MG этого белка. Было обнаружено, что области, содержащие пептиды 
1–38 и 95–120, объединенные Cys28–Cys111 связью, не только 
обла дают высокой степенью спиральности, но и характерными 
чертами MG, включая связывание гидрофобного зонда ANS. Авторы 
заключили, что MG лактальбумина скорее стабилизируется отно си­
тельно большим числом неспецифических гидрофобных взаи мо­
дейст вий, чем малым числом высокоспецифичных [77].
 д) Состояние расплавленной глобулы α­лактальбумина может 
быть вызвано воздействием повышенной температуры, спиртов и 
даже присоединением олеиновой кислоты. При этом, последний 
комплекс может вызвать апоптоз раковых клеток, а это уже функ цио­
нальная роль MG. Группа Fontana провела сравнительное изуче ние 
коровьего α­лактальбумина методами КД и ограниченного про­
теолиза. Структурные черты полученных интермедиатов (при 45° 
и нейтральных рН, при 15% ТФУК или при 7.5 эквивалентах олеи­
но вой кислоты) оказались сходны с MG лактальбумина при рН 2. 
Огра ниченный протеолиз протеиназой К выявил, что расщепляются, 
в основном, пептидные связи в β­домене, а протеолитические фраг­
менты связаны между собой четырьмя S­S связями. Основной вывод 
работы сводится к тому, что расплавленная глобула αLA сохраняет 
нативо­подобный ход основной цепи (tertiary fold), проявляющийся 
в хорошо структурированном α­домене [78].
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 е) Развитие методов ЯМР (фотохимически наведенная динамичес­
кая поляризация ядер с использованием техники импульсного 
мечения (photo­CIDNP)) позволило изучать упаковку боковых групп 
в частично­свернутых состояниях и в кинетических интермедиатах 
за реальное время экспериментов по сворачиванию белка [79]. Этим 
новым методом были охарактеризованы различные состояния MG 
коровьего и человеческого α­LA на уровне индивидуальных а.к. 
остат ков. Photo­CIDNP позволяет различить взаимодействия арома­
ти ческих остатков, таких как Trp, Tyr и в меньшей степени Нis. Было 
обна ружено, что сравнительно небольшое число групп, недоступных 
раст ворителю в ядре MG, стабилизирует общий ход цепи. При этом 
контакты между гидрофобными остатками, вовлеченными в ста би ли­
за цию укладки цепи, вовсе не обязательно должны быть нативными.
 ж) Для характеристики и сравнения состояний MG была использо­
вана также рамановская оптическая активность (ROA), развитая в 
группе L. Barron. Этот метод измеряет вибрационную оптическую 
актив ность благодаря небольшим различиям в интенсивности рассея­
ния право­ и лево­поляризованного света. Этот метод позволяет 
разли чить в спектре полосы, характерные для петель и поворотов, 
а также для элементов вторичной структуры и для боковых цепей 
[80]. Поэтому можно получить информацию об укладке основной 
цепи и о динамическом аспекте структуры белка. Этим методом 
были сравнены структуры MG лизоцима лошади (связывающего 
Са2+) и коровьего α­LA. Была получена информация о гидратации 
α­спиралей. Сопоставление результатов позволило заключить, что 
MG лизоцима лошади имеет более структурированное ядро по 
срав нению с α­LA, включающее взаимодействие трех защищенных 
спира лей против двух в α­LA. Кроме того, было обнаружено, что 
структура Са2+­связывающей петли сохраняется даже в отсутствие 
Са2+ [80].

β-Лактоглобулин
а) Интересный случай представляет сворачивание β­лактоглобулина 
(β­LG), для которого наблюдается появление ненативной α­спираль­
ной структуры во «взрывной» фазе, соответствующей появлению 
интер медиата при сворачивании этого, в основном, β­структурного 
белка [см. выше 29, 30, 32]. Для изучения сворачивания β­LG были 
исполь зованы методы stopped­flow КД и оптического поглощения. 
Они показали, что основные свойства этого интермедиата сходны с 
тако выми, наблюдаемыми для других белков. Исследование сворачи­
вания β­LG в субмиллисекундном диапазоне (КД и малоугловое 
рас сея ние рентгеновских лучей (SAXS)) показало, что конформация 
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раннего интермедиата очень компактна, почти как у нативного белка 
[32]. При этом особенностью β­LG является то, что в его раз вер ну том 
состоянии присутствует остаточная β­структура, а в интер ме диате 
появляется ненативная α­спираль, причем в той части его амино­
кис лотной последовательности, где ее образование зако ди ро вано 
локаль ными взаимодействиями.
 б) Sakurai и др. было предположено [30], что появление α­спирали 
необходимо, чтобы ускорить сворачивание белка и предотвратить его 
агрегацию. В духе гипотезы В.И. Лима об образовании высоко спи­
ральных промежуточных глобул [81] было предположено, что образо­
вание ненативной α­спирали способствует образованию даль них по 
цепи контактов с нативной спиралью, что стабилизирует струк туру 
интер медиата и способствует трансформации ненативной α­спи раль­
ной структуры в правильно свернутую β­структуру нативного белка [32].
 в) С другой стороны, для коротких N­концевых фрагментов 
апомио глобина, полностью спирального белка, было обнаружено, 
что они, слипаясь, образуют бета­структуру и даже способны обра­
зо вы вать амилоиды [82]. Авторы объясняют этот факт тем, что 
корот кие спиральные фрагменты не могут эффективно упаковаться 
в гид ро фобное ядро на внутримолекулярном уровне, и поэтому для 
экра ни ровки гидрофобных групп требуется самоассоциация (или 
взаимо действие с шаперонами).

Апомиоглобин
а) Наибольшее внимание исследователей было привлечено к изуче­
нию процессов сворачивания/разворачивания апомиоглобина – пол­
ностью спирального белка. Наиболее интенсивно изучение кинетики 
сворачивания проводится в группе P. Wright (см. обзор [17 и ссылки 
в нем]). Было показано, что дестабилизация спирали Н заменами 
ее а.к. остатков на Gly приводит к изменению пути сворачивания 
apoMb [83]. Чтобы получить более детальную информацию о ран­
них событиях в сворачивании apoMb, были использованы новые 
методы, позволяющие выявить детали в процессе сворачивания. 
Метод непрерывного потока в сочетании с методами КД и SAXS 
позво лил обнаружить быстрое образование спиралей и коллапс 
струк туры за мертвое время эксперимента (<300 µs) [84]. Быстрое 
сворачивание apoMb (через 400 µs), тестируемое H/D обменом и 2D 
ЯМР, обнаружило образование компактного состояния. Оно включало 
в себя основные части A, G и H спиралей, которые были уже не 
дос тупны для H/D обмена, а спирали B, E и C подвергались H/D 
обмену позднее и стабилизировались уже на миллисекундной шкале, 
подтверждая иерархический характер сворачивания apoMb [85].
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 б) Измерение уширения линий ЯМР в спин­меченых образцах 
позволяет выявить меняющиеся во времени гидрофобные взаимо­
дей ствия между разными участками полипептидной цепи, которые 
возни кают при инициации сворачивания белка. Учет средней поверх­
ности, погруженной внутрь структуры при сворачивании белка, 
позволил выявить многочисленные гидрофобные кластеры различ­
ной стабильности, которые носят как нативный, так и ненатив ный 
характер. Используя направленное спин­мечение, было обнару жено 
повышение парамагнитной релаксации в развернутом состоянии 
белка. Локализация спин­меченых остатков проводилась с исполь зо­
ванием 1H­15N HSQC NMR для apoMb в кислых рН. В этой же работе 
[86] обсуждается роль погруженной внутрь белка поверхности в 
инициации гидрофобного коллапса.
 в) С помощью дисперсии релаксации ядер 15N, 1HN и 13СО в 
ЯМР были исследованы спонтанные процессы сворачивания и раз­
во рачивания apoMb. Выше рН 5.0 дисперсия определяется флук­
туа циями района F­спирали, невидимого на спектрах ЯМР. Путем 
измерения релаксации остатков, контактирующих с F­спиралью в 
нативном состоянии, было обнаружено переходное состояние, обра­
зуемое локальным разворачиванием спирали F и удалением ее от ядра 
белка. Это переходное состояние оказалось сходным с тем, кото рое 
наблюдалось для равновесной MG apoMb в условиях высокой темпе­
ратуры при низких рН [87]. Анализ полученных данных приводит 
к выводу, что в этом состоянии наблюдаются изменения в основной 
цепи белка и в других районах цепи, свидетельствуя о существенных 
перестройках нативного и MG состояний или упаковки цепи в 
них. Авторы считают, что метод дисперсии релаксации ядер может 
быть применен при умеренно дестабилизирующих условиях, когда 
кинетики сворачивания и разворачивания могут быть измерены в 
условиях одного эксперимента. Этот метод может быть применен 
для характеристики раннего интермедиата разворачивания, что важно 
также для понимания агрегации белка и образования амилоидов [88].
 г) MG в apoMb является «мокрой»; вопрос о динамике воды в 
непо лярном ядре MG был рассмотрен в работе [88; см. также ссылки 
в ней]. Для изучения динамики гидратации были использованы 
методы динамической ядерной поляризации и ЭПР. Первый дает 
воз можность исследовать локальную динамику растворителя в 
радиусе 10 Å от спиновой метки, тогда как последний позволяет 
тес ти ровать полярность в районе метки и подвижность спин­
мече ного белка. Было обнаружено, что неполярное ядро apoMb 
в сос тоянии MG гидратировано молекулами воды, подвижность 
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которых только в 4–6 раз меньше, чем в свободном растворителе. 
При этом в развернутом состоянии белка при рН 2 гидратная вода 
диффундирует быстро. Вывод из работы состоит в том, что динамика 
воды в apoMb является сайт­специфической и зависящей от степени 
сворачивания; при этом поверхностные в нативном белке остатки 
могут быть менее гидратированы в MG, чем в нативном белке. При­
сутст вие диффундирующей (хоть и медленно) гидратной воды может 
облегчать конформационные перестройки, консолидирующие слабо 
упакованные в MG боковые цепи в компактное, свободное от воды 
нативное гидрофобное ядро [88; см. также ссылки в ней].
 д) В 1999 году О.Б. Птицын сопоставил 728 последовательностей 
глобинов и обнаружил, что имеется только 6 консервативных и не 
связанных с гемом остатков в их структуре. Эти остатки были распо­
ложены попарно на спиралях A (Ala10 и Trp14), G (Ile111 и Leu115) 
и H (Met131 и Leu135) [89]. Было предположено, что эти нефунк­
цио нальные консервативные остатки необходимы для быст рого и 
пра виль ного сворачивания а.к. последовательности апомио гло бина 
в его стабильную трехмерную структуру.
 В лаборатории О.Б. Птицына были получены соответствующие 
мутантные белки, также как и 6 других, содержащих замены некон­
сервативных остатков на Ala, но важных для сворачивания белка 
с теоретической точки зрения – как оказывающих значительное 
влияние на скорость сворачивания apoMb [90, 91]. Это – остатки 
в спиралях В (I28, F33), C (L40), D (M55) и E (L61, L76). Для всех 
полученных мутантных белков было изучено рН­зависимое раз во­
рачивание и определены термодинамические параметры кон фор­
ма ционных переходов U→ I и I→N, а также параметр f Фершта 
(отра жающий сравнительный вклад замещенных боковых групп 
в стабилизацию промежуточного состояния [92]). Анализ этих 
данных привел к выводу, что сила взаимодействия боковых групп 
в проме жуточном состоянии MG не превышает 50% от силы их 
взаимо действия в нативном состоянии для консервативных остатков, 
а для неконсервативных близка к 0% [93, 94]. Это подтвердило 
пред положение Птицына, что консервативные остатки являются 
важными для интермедиата в сворачивании apoMb, и что структура 
этого промежуточного состояния служит основой для формирования 
других спиралей, а затем и нативного состояния этого белка.
 Для этих же мутантных белков было проведено кинетическое 
иссле дование их сворачивания в широкой области концентраций 
мочевины, тестируемое Trp флуоресценцией. Используя только кине­
тические данные, было показано, что процесс сворачивания apoMb 
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вовлекает одно промежуточное состояние, сходное с равновесной 
MG. Использование 12­ти мутантных форм позволило уточнить 
роль выбранных аминокислотных остатков в стабильности белка и 
скорости образования его нативной формы. Было обнаружено, что 
введенные мутации сильно сказываются на стабильности натив­
ного состояния мутантных белков, и мало – на стабильность про­
ме жуточного. Было показано, что а.к. остатки A,G,H­спирального 
комплекса вносят вклад в стабильность промежуточного состояния 
и ядра сворачивания в U→I→N переходе. В то же время, в I→N 
пере ходе ядро сворачивания образуется уже после образования 
A,G,H­комплекса и включает, в основном, остатки, принадлежащие 
B,C,E­спиралям [95]. Таким образом, впервые были получены зна­
че ния параметра f Фершта для того же самого барьера, который 
сущест вует в обоих I→N и U→I→N переходах apoMb.
 Суммируя результаты этих исследований, можно сделать вывод, 
что консервативные остатки в структуре apoMb играют более сущест­
венную роль в переходе U→I, как это было предположено О.Б. Пти­
цыным [89], и что эти же остатки также важны для форми ро ва ния 
проме жуточной структуры на начальной стадии сворачивания этого 
белка. При этом сила взаимодействий боковых групп возрастает шаг 
за шагом, достигая максимума в нативном состоянии apoMb.

V. ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ ЗНАЧЕНИЕ  
И РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ СОСТОЯНИЯ 

РАСПЛАВЛЕННОЙ ГЛОБУЛЫ В ЖИВЫХ СИСТЕМАХ: 
НЕТРАДИЦИОННЫЕ СИСТЕМЫ, ГДЕ НАБЛЮДАЕТСЯ 

СОСТОЯНИЕ РАСПЛАВЛЕННОЙ ГЛОБУЛЫ
Представляется важным и интересным, что ареал обнаружения рас­
плав ленной глобулы расширяется со временем. Кроме того выяс­
няется, что в ряде случаев именно это состояние с флуктуирующей 
тре тичной структурой имеет функциональное значение, подтверждая 
гипо тезу, выдвинутую в 1988 году [96, 97], и продолженную в много­
чис ленных публикациях по «нативно­неупорядоченным» белкам 
(см., например, [98–101]), многие из которых проявляют свойства 
MG в физиологических условиях. Функциональная специфичность 
нативно­неупорядоченных белков проявляется, в основном, в 
механизме их взаимодействия с лигандами.
 а) Было обнаружено, что некоторые белки в состоянии MG могут, 
после совместного процесса сворачивания и связывания суб страта, 
осуществлять эффективный катализ. В работе группы Hil vert [102] 
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была получена мономерная хоризмат мутаза (mCM), путем введе­
ния дополнительной петли в димер этого фермента. Ее струк тура 
была изучена быстрым Н/D обменом, масс­спектроскопией, КД и 
ЯМР­спектроскопией, а также связыванием ANS. Оказалось, что у 
самого по себе этого мономерного фермента структура не жест кая, 
а имеет свойства MG; но он оказался высокоактивным. При связы­
ва нии субстрата MG­структура этой mCM превращается в плотно­
упа кованную по многим параметрам. Эта структура была изучена 
3D­ЯМР [103]. Изучение термодинамики этого «MG­фермента» и 
кине тики его взаимодействия с лигандом показало, что у него процесс 
связы вания и освобождения лиганда происходит много быстрее, чем 
у природного димерного фермента [104].
 Опираясь на полученные данные, авторы считают, что состояние 
расплавленной глобулы может быть привлекательным для создания 
новых катализаторов.
 б) Связывание лиганда с частично развернутым белком было 
обнаружено для DHFR из E. coli [105]. Авторы изучали связывание 
NADP+ (функционального лиганда) c DHFR и показали, что частично 
развернутая форма фермента связывает субстрат аналогично натив­
ному белку. Было обнаружено также, что DHFR может частично 
раз ворачиваться, не теряя при этом лиганда, хотя связывающая спо­
собность уменьшается. Основываясь на кристаллической струк туре 
DHFR–NADP+ комплекса и результатах по определению свобод ной 
энергии для частичного разворачивания DHFR при разных кон цент­
рациях NADP+, авторы предположили, что аденин­связы ваю щий 
домен остается структурированным в частично развернутой форме 
белка и способен связывать адениновую часть субстрата.
 в) Другим интересным примером является убиквитин. Этот белок 
участвует во многих клеточных процессах, начиная с клеточной 
деградации и включая восстановление ДНК и перестройку хроматина 
[106]. Это требует определенной пластичности структуры. Было 
показано, что при давлении 3 кбар нативная структура убиквитина 
претер певает переход в промежуточное состояние со свойствами, 
сходными с MG. Изучение разных мутантных форм методами NOE, 
15N спиновой релаксацией, HSQC, 15N­1H­методами ЯМР, пока зало, 
что замена Q41N приводит к сходным изменениям в струк туре убик­
ви тина. Но наиболее интересно, что подобное струк тур ное изме нение 
наблюдается в убиквитине при связывании с E2­уби кви тинирующим 
ферментом [106]. Функциональная роль проме жуточного состояния 
типа MG важна не только для E2­убик ви ти нирующего фермента, но 
и для других модифицирующих белков, участ вующих в реакциях 
E1–E2–E3 каскада [106].
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 г) Кроме рассмотренного ранее фермента mCM следует отме тить 
связывание лигандов периплазматическими белками, транспор ти­
рующими специфические лиганды: Leu, Ile, мальтозу и рибозу [107]. 
Эти белки­переносчики связывают свои лиганды как в натив ном 
сос тоянии, так и в состоянии типа расплавленной глобулы, наблю­
дае мой при низком рН (рН 3–4), хотя эффективность связывания 
умень шается. Эти состояния стабилизируются только гидрофобными 
взаимо действиями, водородными связями и специфической упаков кой 
при отсутствии простетических групп. Возможно, это объясняется 
необ ходимостью претерпевать транслокацию через мембрану. Проме­
жуточное состояние мальтозу­связывающего белка связывается с 
шапероном SecB. Связывание лигандов в этих транспортных белках 
вовлекает остатки, достаточно удаленные в пространстве. Поэтому 
свя зывание лигандов этими белками в состоянии расплавленной 
глобулы возможно, если в этом состоянии сохраняется нативо­подоб­
ная топология [107].
 д) Интересные данные были получены при исследовании свора­
чива ния синтезированного на рибосоме фрагмента 1–121 стафилокок­
ковой нуклеазы (SNR121) [108]. Он обнаружил все свойства MG, а 
меньшие и большие фрагменты – нет. Авторы сделали вывод, что 
про цесс сворачивания этого белка идет последовательно, начиная с 
аккумуляции вторичной структуры, появления разных структури ро­
ванных состояний, и заканчивая появлением нативной структуры, и 
что постоянное подстраивание конформации необходимо для пра­
виль ного сворачивания и активной экспрессии белка.

ПРОЯВЛЕНИЕ РАСПЛАВЛЕННОЙ ГЛОБУЛЫ В РАЗНЫХ СИСТЕМАХ

а) При изучении вируса кори (Heasles Virus) был обнаружен и струк­
турно охарактеризован интермедиат в сворачивании 10­го домена 
фосфобелка Р этого вируса. [109]. Изучение мутантных форм этого 
белка показало, что одни из них сворачиваются как 2­state белки, а 
другие – через интермедиаты с нативоподобной α­спиральной структу­
рой, находящиеся на пути сворачивания в нативную структуру белка.
 б) Промежуточное состояние типа MG было обнаружено мето­
дами ЯМР в ДНК­связывающем домене белка р53 при его взаимо­
дейст вии с шапероном Hsp90. В этом комплексе наблюдается интен­
сивный Н/D обмен, тогда как в растворе протоны самого по себе белка 
р53 обмени ваются слабо, а Hsp90 имеет Н/D обмен лишь в полости 
свя зывания [110].
 в) Чтобы разобраться в процессе, приводящем к появлению 
ката ракты, было изучено разворачивание мочевиной V75D мутанта 
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γD­крис таллина; именно этот мутант участвует в образовании ката­
ракты [111]. Комбинацией методов ЯМР и SAXS было показано, что 
при 4.2 М мочевины этот мутантный белок находится в промежуточ­
ном состоянии, где С­концевой домен достаточно структурирован, а 
N­концевой домен не имеет определённой структуры. Авторы пред­
полагают, что подобные состояния могут вносить свой вклад в обра­
зо вание ранней катаракты также и при физиологических условиях.
 г) Состояние расплавленной глобулы наблюдалось для [3Fe4S]
[4Fe4S] ферридоксина при нагревании при рН 2.5. Это ведет к потере 
Zn2+ и образованию апо­ферридоксина, для которого обна ру жено 
состояние MG при охлаждении [112]. Авторы полагают, что обра­
зо вание MG в апо­белке может иметь физиологическое зна че ние, 
поскольку его гибкость может способствовать включению метал ли­
ческого центра [3Fe4S][4Fe4S] в структуру апо­белка.
 д) Следующим примером является одна из α­галактозидаз, 
широко распространенного фермента, катализирующего гидролиз 
галак тозы. Этот фермент применяется при лечении болезни Фарби 
и эффективен при конвертации группы крови «Б» в «О» группу. Он 
при меняется также для трансгликозилирования и обратимости гид­
ро литических реакций. Для бобовой α­галактозидазы было показано 
[113], что при рН 2 она переходит в состояние со свойствами MG, 
сохраняя вторичную структуру и экранированный остаток Trp. 
Потеря активности связана с нарушением вторичной структуры. 
Этот фермент сохраняет активность в широкой области значений 
дена турантов. Поэтому изучение процесса сворачивания этого фер­
мента имеет целью создание рекомбинантного белка­фермента с 
улуч шенной стабильностью для биотехнологического применения.
 е) Теперь рассмотрим два примера, когда в сворачивании белков, 
считавшихся 2­state белками, дальнейшими исследованиями был 
обнаружен интермедиат; это – ацил­CoA связывающий белок и SH3 
домен Р13 киназы.
 Ацил-CoA связывающий белок. Используя усовершенствованную 
технику непрерывного потока (мертвое время 70 µs) для измерений 
Trp флуоресценции, было показано, что при сворачивании ацил­
СоА, регистрированного FRET, через 100 µs обнаруживалось 
силь ное возрастание миграции энергии. Это свидетельствовало о 
появ лении нового, не обнаруженного ранее частично­свернутого 
про ме жуточного состояния, в котором примерно 1/3 доступной раст­
ворителю поверхности цепи была погружена внутрь структуры [114].
 SH3 домен РI3 киназы. Сворачивание/разворачивание этого 
белка, который ранее был использован для изучения переходных 
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сос тоя ний как 2­state белок, было изучено комбинацией Н/D обмена 
и электроспрей­масс­спектрометрии [115]. Но позднее было обна ру­
жено, что, при разворачивании его гуанидин гидрохлоридом, сначала 
появ ляется интермедиат с 5­ю обмененными амидными протонами, 
а далее уже обмениваются оставшиеся необмененными 14 протонов. 
При сворачивании наблюдается обратная картина.
 ж) И, в заключение этой части – об интересных случаях появления 
проме жуточных состояний – рассмотрим лизоцим фага Т4, состоя­
щий из двух доменов – N­ и С­концевых. Для последнего, кроме уже 
извест ного, был обнаружен еще один, невидимый (hidden) в обычных 
кинетических измерениях, интермедиат. Равновесное разворачивание 
этого белка мочевиной показало, что наблюдаемый интермедиат 
состоит из неструктурированного N­домена и структурированного 
С­домена. С другой стороны, кинетическое исследование Н/D обмена 
обнаружило интермедиат, где структура нарушена в обоих доменах 
[116]. Для разрешения этого противоречия было предпринято изуче­
ние кинетики сворачивания и разворачивания этого белка. Для раз­
лич ных мутантов были получены шевронные графики, которые имели 
загибы на обеих ветвях шеврона. Тщательный анализ данных по Н/D 
обмену позволил выявить наличие двух интермедиатов, по одному с 
каждой стороны от главного переходного состояния, что адекватно 
объясняло экспериментальные данные. Обнаруженный интермедиат 
структурирован только С­доменом. Его назвали «невидимым», так 
как его нельзя обычно обнаружить кинетическими методами. Но, 
как видим, для лизоцима Т4 обнаружить этот интермедиат удалось и 
кинетическими методами. Это является значительным шагом в более 
полном понимании роли интермедиатов, наблюдаемых по обе сто роны 
от барьера переходного состояния, в сворачивании белков [116].

VI. РЕШЕНИЕ ПАРАДОКСА ЛЕВИНТАЛЯ
Несмотря на очень большой успех в изучении промежуточных состоя­
ний в сворачивании белков, все­таки оставался нерешенным воп рос, 
связанный с парадоксом Левинталя: как белковая цепь нахо дит за 
малое, отпущенное ей биологией, время свою нативную струк туру 
из громадного числа возможных вариантов. Было много попы ток 
объяснить – или отвергнуть – этот парадокс (сыгравший, по меткому 
выражению Шахновича, «роль Великой теоремы Ферма для белковой 
науки»), но результаты давали только намеки на способ реше ния 
парадокса, но не его решение как таковое. Поскольку ана лизу этих 
результатов посвящено несколько недавних книг и обзоров, вышед­
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ших из нашей лаборатории [117–121] (последний из этих обзоров 
к тому же помещен в данном выпуске «Биохимии»), мы позволим 
себе не останавливаться на них подробно, и описать (только в самых 
общих чертах) полученное, наконец, решение.
 Теоретическую оценку времени, достаточного для нахождения 
самой стабильной структуры белковой цепи из громадного числа 
возможных вариантов удалось получить, подойдя к проблеме Левин­
таля «с другой стороны» – выделив оптимальный путь сворачивания 
белка, рассмотрев оптимальный путь его разворачивания [122–124]. 
Теория не использовала других данных, кроме двух, взятых из опыта, 
величин – времени перехода а.к. остатка из одной конформации в 
другую (~10 наносекунд) и средней энергии перехода а.к. остатка из 
развернутой цепи в белковую глобулу (5 кДж/моль). Анализ таких 
путей позволил оценить высоту свободно­энергетического барьера 
для сворачивания белка и, таким образом, очертить ту область времён, 
которая теоретически разрешена для сворачивания однодоменных 
глобулярных белков любого размера и любой стабильности нативного 
состояния. Оказалось, что все белки, время сворачивания которых 
было измерено и при физиологических условиях, и в ключевом районе 
равновесия нативного и денатурированного состояний (а таких белков 
уже более сотни), попадают в «золотой» треугольник в координатах 
размер белка – логарифм скорости его сворачивания [124]. Эта 
область разрешена теоретически (и подтверждена экспериментально) 
в равной степени как для 2­state, так и для multi­state белков. При этом 
(опять­таки в согласии с опытом) размер самоорганизующегося бел­
ко вого домена ограничивается 500 а.к. остатками. Более длинные 
пос ле довательности должны делиться на домены. Теория пока­
зы вает также, что сворачивание белков из менее чем 80–100 а.к. 
остатков находится под полным термодинамическим контролем, а 
сворачивание более крупных белков – скорее под кинетическим, так 
как оно должно дать не только стабильную структуру, но и уложиться 
в «биологически­разумное» время.
 Итак, зависимость диапазона возможных времен сворачивания 
белковых цепей от их длины (от ~ exp(0.5L2/3) нс до ~ exp(1.5L2/3) нс) 
была получена [122, 123], и парадокс Левинталя был решен в прин­
ципе. Однако это решение было получено в терминах энергий и 
времен, а не в терминах величины перебора структур белковой 
цепи, необходимого для выделения самой стабильной из них, т.е. не 
в терминах самого парадокса Левинталя.
 Решение в терминах величины необходимого перебора было полу­
чено лишь недавно [119–121, 125] (хотя, казалось бы, ничто не мешало 
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Птицыну и Финкельштейну сделать это еще 40 или даже 45 лет 
назад – когда они работали над статьями [22], [1]). Для этого величина 
перебора была оценена не на уровне всех вообще конформаций цепи 
(как то делал Левинталь), а на уровне лишь полного перебора всех 
глубоких энергетических минимумов, т.е. лишь всех вариантов ком­
пактных (глобулярных, рис. 6) ансамблей вторичных структур (рас­
смотренных еще в работе [1]). Она оказалась примерно (по порядку 
вели чины) равной LN, где L – число а.к. остатков в белке, а N – число 
элементов вторичной структуры в нем. В результате, для цепи из 
L  80–100 а.к. остатков (включающей обычно N   4–6 участков вто­
рич ной структуры) перебор ограничен ~1010 вариантами (а не ~10100 
вариантами, как у Левинталя); на такой перебор потребуются лишь 
минуты, максимум часы, а вовсе не время жизни вселенной.
 Таким образом было получено полное решение парадокса Левинталя.

Рис. 6. Решение парадокса Левинталя «в терминах Левинталя» было получено 
на уровне полного перебора всех глубоких энергетических минимумов, т.е. 
не всех вообще структур цепи, а лишь всех вариантов компактных ансамблей 
вто рич ных структур.
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VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог выше изложенному, можно сказать, что гипотеза 
О.Б. Птицына получила свое экспериментальное подтверждение. 
Процесс сворачивания белка происходит согласно информации, запи­
санной в его первичной структуре (причем, согласно современным 
данным [126, 127], ход сворачивания in vivo, по крайней мере, для 
неболь ших белков, весьма похож на ход сворачивания in vitro). В ходе 
сворачивания первоначально развернутой белковой цепи в ней обра­
зуются элементы вторичной структуры, обусловленные локальными и 
поддержанные дальними взаимодействиями. Образование вторичной 
структуры резко уменьшает конформационное пространство, приводя 
к компактизации цепи и образованию флуктуирующей третичной 
структуры. Это, в свою очередь, обеспечивает выбор правильной 
топо логии, также заложенной в аминокислотной последовательности 
и обеспечиваемой связанностью всех элементов вторичной структуры 
единой цепью. Сохранение флуктуирующей третичной структуры 
промежуточного состояния в сворачивании (расплавленной глобулы) 
в течение какого­то времени облегчает возможность правильной 
укладки элементов вторичной структуры и их взаимной подстройки. 
Длительность этого процесса зависит от длины цепи и – порой – от 
необ ходимости взаимодействия с другими участниками процесса. А 
уже после этой подстройки третичной структуры, стабилизированной – 
порой – образованием S–S связей, присоединением кофакторов или 
дру гих стабилизирующих систем, белки приобретают свою функцио­
наль ную третичную структуру в нужном месте и в нужное время.
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