
103

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ /  
APPLIED BIOCHEMISTRY AND MICROBIOLOGY. 2026. T. 62. № 1. С. 103–110

DOI: 10.7868/S3034574Х26010083
УДК 577.112

ОБ ОСОБЕННОСТЯХ ПРИМЕНЕНИЯ МЕТОДОВ ПРОИЗВОДНОЙ 
И МНОГОМЕРНОЙ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ ПРИ 

ИССЛЕДОВАНИИ СОБСТВЕННОЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ БЕЛКОВ

Н.М. Малыгина1, 2,*, А.Ю. Лянгузов1, Т.А. Петрова1, А.М. Иванов1, 2

1Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования Санкт-Петербургский 
государственный университет, Санкт-Петербург, Российская Федерация

2Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова, Санкт-Петербург, Российская Федерация

*E-mail: n.m.malygina@mail.ru

Аннотация. Методами производной и многомерной флуоресцентной спектроскопии исследованы 
свойства гемоцианина наземного брюхоногого моллюска Achatina fulica — белка с исключительно 
высокой молекулярной массой и уникальной структурной организацией. Белками сравнения выбра-
ны бычий сывороточный альбумин и альдолаза из мышц кролика. Для рассматриваемых примеров 
наиболее информативными оказались результаты анализа одиночных спектров общей флуоресценции 
белков с расчетом их четвертых производных, для чего разработан оригинальный скрипт на свободном 
языке программирования R. Спектры записаны при возбуждении светом с длиной волны 280 нм (зона 
перекрывания полос поглощения света тирозином и триптофаном). Показано, что четвертая произво-
дная представляет собой спектральный «портрет» белка, отражающий его индивидуальные особенно-
сти. В дальнейшем такой подход может быть применим не только для характеристики других белков и 
изучения влияния на них разных факторов, но и для исследования соединений небелковой природы. 
Многомерная флуоресцентная спектроскопия лишь подтвердила выводы, сделанные при регистра-
ции одиночных спектров собственной флуоресценции белков. Однако в общем случае она может быть 
полезной для оценки оптимальных диапазонов длин волн возбуждения и эмиссии аналитов с целью 
уточнения параметров их использования.
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Abstract. The properties of hemocyanin from the terrestrial gastropod Achatina fulica, a protein with an 
exceptionally high molecular mass and unique structure, were studied using derivative and multidimensional 
fluorescence spectroscopy. Bovine serum albumin and rabbit muscle aldolase were chosen for comparison. 
The fourth derivatives of single total fluorescence spectra of the proteins proved to be the most informative. To 
compute the derivatives, an original script in the R open programming language was developed. The excitation 
wavelength was set to 280 nm in correspondence with the overlap of tyrosine and tryptophan absorption bands. 
The fourth derivatives were found to be indicative of individual features of proteins, and thus they may be 
regarded as their spectral “portraits”. In the future this approach can be applied not only to characterize other 
proteins and investigate the influence of different factors on them, but also to study compounds of non-protein 
nature. Multidimensional fluorescence spectroscopy only confirmed the conclusions made when recording 
single spectra of intrinsic fluorescence of the proteins. With that, in general, it may help to define the optimal 
excitation and emission wavelength ranges of analytes and thus to refine the parameters of their handling.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы в биологии и медицине стали 

широко использоваться методы флуоресцент-
ной спектроскопии, в том числе с применением 
искусственных флуорофоров. Эти методы, как 
и спектрофотометрические, позволяют быстро 
и неразрушающим способом изучать растворы 
белков, а также при необходимости исследовать 
влияние различных факторов на изменение их 
структуры и характеризуются существенно более 
высокой чувствительностью. Однако результаты 
измерений флуоресценции, а также математиче-
ской обработки спектральных данных очень силь-
но зависят от множества параметров, связанных 
как с характеристиками самих приборов и кювет, 
так и с условиями проведения экспериментов и 
алгоритмами их анализа. Это означает, что исполь-
зование методов флуоресцентной спектроскопии 
требует соблюдения максимально строгих условий 
и контроля выполнения работ. В то же время белки 
обладают собственной флуоресценцией, обуслов-
ленной наличием в их структурах ароматических 
аминокислот, в первую очередь триптофана, а так-
же некоторых простетических групп, что позволяет 
исследовать нативные белки без использования ис-
кусственных флуорофоров, которые могут влиять 
как на спектральные, так и иные свойства молекул 
образцов [1‒3].

Разрешающую способность анализа можно 
дополнительно повысить с помощью метода про-
изводной флуоресцентной спектроскопии. Однако 
не все производные спектров флуоресценции с 
одинаковой эффективностью позволяют выделять 
отдельные полосы в спектрах белков.

Цель настоящей работы — оценить эффектив-
ность применения производной флуоресцентной 
спектроскопии с расчетом четвертых производных 
спектров и многомерной флуоресцентной спек-
троскопии при исследовании собственной флуо-
ресценции нативных белков на примере анализа 
гемоцианина Achatina fulica, бычьего сывороточно-
го альбумина и альдолазы из мышц кролика.

МЕТОДИКА
Объектами исследования служили гемоцианин 

из плазмы гемолимфы наземного брюхоногого 
моллюска Achatina fulica и коммерческие препа-
раты бычьего сывороточного альбумина (БСА) 
и альдолазы из мышц кролика (Sigma-Aldrich, 
США). Моллюски были любезно предоставлены 
сотрудниками Ленинградского зоопарка.

Препарат гемоцианина получали методом цен-
трифужной ультрафильтрации плазмы гемолимфы 
с использованием концентраторов Vivaspin 6 с но-
минальным порогом отсечения 300 кДа (Sartorius 
Stedim, Германия). Дополнительно образец белка 
дважды промывали деионизированной водой и 

разводили до объема исходной аликвоты плазмы 
гемолимфы [4]. Растворы БСА и альдолазы также 
готовили на деионизированной воде.

Чистота препаратов гемоцианина оценивалась 
по соотношению показателей поглощения при 
длинах волн 345 и 280 нм, которое составило 0,23 ± 
0,01, что соответствовало значениям, полученным 
для других видов брюхоногих моллюсков [5‒7].

Собственную флуоресценцию белков ис-
следовали на флуоресцентном спектрометре 
Perkin-Elmer LS 55 (США) с помощью программы 
управления прибором FL WinLab. Исходные рас-
творы разводили таким образом, чтобы конечные 
концентрации белков оказывались в диапазоне 
0,03–0,09 мг/мл. В работе использовали кварцевые 
люминесцентные кюветы объемом 4 мл с толщи-
ной оптического слоя 1 x 1 см. Скорость сканиро-
вания составляла 50 нм/мин, шаг спектра — 0,5 нм, 
ширина щелей возбуждения и эмиссии — 10 нм и 
2,5 нм соответственно.

Одиночные спектры общей флуоресценции 
белков в трех повторностях записывали в предуста-
новленном пользовательском режиме одиночного 
измерения Single Scan в диапазоне длин волн 290–
420 нм при возбуждении светом с длиной волны 
280 нм и сохраняли в формате ASCII.

Все условия записи спектров подобраны опыт-
ным путем.

Для обработки экспериментальных данных и 
графического и численного представления резуль-
татов применяли функции и скрипты библиотеки 
открытого языка программирования R [8], а также 
скрипт авторской разработки для анализа спектров 
методом производной флуоресцентной спектро-
скопии. Оригинальный скрипт позволяет усред-
нять спектры, рассчитывать их четвертые про-
изводные и строить графики с предварительным 
сглаживанием шумов с использованием функции 
«spline».

Четвертые производные спектров в диапазоне 
длин волн 300–390 нм рассчитывали методом 
численного дифференцирования по скользящей 
центральной пятичленной формуле [9]:

yi
(4)= (yi–2st – 4·yi–st +6·yi – 4·yi+st +yi+2st)/(h4),

где i — номер точки числового ряда, st — расстояние 
между узлами дифференцирования (st=14, что соот-
ветствует h=st·0,5=7 нм, где значение 0,5 — шаг спек-
тра, параметры подбираются экспериментально).

Для сравнительного анализа белков попарно 
рассчитывали коэффициенты корреляции четвер-
тых производных одиночных спектров флуорес-
ценции разных белков.

При использовании метода многомерной флу-
оресцентной спектроскопии наборы спектров 
флуоресценции регистрировали в автоматическом 
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режиме многомерного измерения 3D Scan при 
переменной длине волны возбуждения в диапазо-
не 250–310 нм с шагом сканирования 3 нм таким 
образом, что для каждого значения длины волны 
возбуждения получали индивидуальный спектр 
эмиссии. Диапазон длин волн эмиссии составлял 
290–420 нм. Каждая серия включала двадцать 
спектров.

Результаты многомерной флуоресцентной 
спектроскопии белков сравнивали по значениям 
длин волн возбуждения и эмиссии, при которых 
наблюдались максимумы интенсивности флуорес-
ценции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе основным белком интереса 

является гемоцианин A. fulica, имеющий необыч-
ную структурную организацию и исключительно 
высокую молекулярную массу, оцениваемую для 
большинства брюхоногих моллюсков примерно в 
9000 кДа [10]. Белками сравнения были выбраны 
БСА как «золотой стандарт» в биохимических ис-
следованиях и дополнительно альдолаза из мышц 
кролика. Их молекулярные массы составляют 66 
кДа [11] и 158 кДа [12] соответственно. В молекуле 
БСА одна полипептидная цепь [11], альдолазы — 
четыре [13], а в молекуле гемоцианина их десятки, 
сгруппированные по восемь в составе субъединиц, 
объединенных в дидекамер [14]. БСА и альдолаза 
представляют собой простые белки [8, 10], а гемо-
цианин — сложный, содержащий несколько сотен 
ионов меди в качестве простетической группы 
[14]. Важно отметить, что высокая молекулярная 
масса гемоцианина и сложность его структуры 
существенно ограничивают возможность при-
менения рутинных биохимических методов для 
работы с ним как с нативным белком. Ранее на 
примере БСА и гемоцианина была  показана эф-
фективность использования методов производной 
УФ-спектрофотометрии с расчетом четвертых 
производных спектров поглощения нативных бел-
ков [15]. В настоящем исследовании обратились к 
методам флуоресцентной спектроскопии, также 
обеспечивающим щадящие условия выполнения 
экспериментов.

Был определен режим регистрации одиноч-
ных спектров собственной флуоресценции БСА, 
альдолазы и гемоцианина. На рис. 1а приведено 
сравнение спектров общей флуоресценции этих 
белков с масштабированием под максимальное 
значение флуоресценции БСА. Спектры запи-
саны при облучении образцов светом с длиной 
волны возбуждения 280 нм, которая находится в 
зоне перекрывания полос поглощения тирозина и 
триптофана. Различия между белками заметны уже 
на графиках исходных спектров. Максимальная 
интенсивность флуоресценции зарегистрирована 
в области 346–350 нм для БСА, 327–330 нм для 

альдолазы и 330–333 нм для гемоцианина. Про-
стетическая группа гемоцианина, максимально 
поглощающая свет при длинах волн 345 нм и 580 
нм, флуоресценцией не обладала.

Рис. 1. Сравнение спектров собственной флуорес-
ценции (а): БСА (1), альдолазы (2) и гемоцианина 
Achatina fulica (3), и их четвертых производных (б).
Длина волны возбуждения — 280 нм
Fig. 1. Comparison of the intrinsic fluorescence spectra 
(а): BSA (1), aldolase (2) and hemocyanin from Achatina 
fulica (3) and their fourth derivatives (б).
Excitation wavelength, 280 nm

Бóльший объем информации из первичных 
спектральных данных можно извлечь, рассчитывая 
производные исходных спектров, поскольку сами 
спектры являются результатом слияния отдельных 
полос флуоресценции, как и спектры поглощения. 
Известно, что формы производных нечетных 
порядков нельзя привязать к составу спектров и 
поэтому их невозможно использовать для анали-
за. На производных четных порядков — второй, 
шестой, десятой и т. д. — исходным максимумам 
спектра соответствуют минимумы, в то время как 
максимумы четвертой, восьмой, двенадцатой и т. 
д. производных совпадают с максимумами самих 
спектров [16]. Кроме того, необходимо учитывать, 
что расчет производных высоких порядков может 
снижать разрешение полос за счет повышения 
фоновых шумов.
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Несмотря на широкое использование флуорес-
центной спектроскопии в исследованиях белков, 
в доступной литературе было найдено лишь не-
сколько публикаций, где белки анализировали с 
помощью именно производной флуоресцентной 
спектроскопии, причем с расчетом только вторых 
производных [17‒19]. При этом, как следует из 
представленных в работах иллюстраций, приме-
нение вторых производных не позволило авторам 
четко вычленить отдельные полосы в спектрах.

Как было показано ранее [15] при сравнении 
белков методами производной УФ-спектрофото-
метрии, выбор четвертой производной оптимален 
для решения практических задач. Четвертые 
производные характеризуются хорошим разреше-
нием спектральных полос, при этом максимумы 
на графиках четвертых производных, в отличие от 
«перевернутых» графиков вторых производных, 
соответствуют максимумам полос самих спектров, 
и такое представление результатов более информа-
тивно с точки зрения выявления индивидуальных 
особенностей изучаемых соединений.

На рис. 1б приведено сравнение четвертых про-
изводных спектров общей флуоресценции БСА, 
альдолазы и гемоцианина в диапазоне длин волн 
300–390 нм при возбуждении светом с длиной вол-
ны 280 нм. На графиках четвертых производных 
обнаруживались четыре основные полосы, причем 
профиль производной, в том числе расположение 
полос на шкале длин волн эмиссии для каждого 
белка, индивидуален (рис. 1б, табл. 1). Дополни-
тельно оценить различия четвертых производных 
спектров разных белков можно также, рассчитав 
попарно их коэффициенты корреляции, которые 
составили 0,64 для БСА и альдолазы, 0,79 для БСА 
и гемоцианина и 0,70 для альдолазы и гемоциани-
на.

Таблица 1. Положение полос четвертых производных 
спектров собственной флуоресценции гемоцианина 
Achatina fulica, БСА и альдолазы из мышц кролика на 
шкале длин волн эмиссии (длина волны возбуждения 
280 нм)
Table 1. Positions of the bands of the fourth derivatives of 
the spectra of intrinsic fluorescence of hemocyanin from 
Achatina fulica, BSA and aldolase from rabbit muscle on the 
emission wavelength scale (excitation wavelength, 280 nm)

Номер 
полосы

Положение полос четвертых производ- 
ных на шкале длин волн эмиссии, нм

гемоцианин БСА альдолаза

1 311,4 311,9 313,3

2 327,8 330,3 328,8

3 350,2 351,1 348,7

4 372,3 373,4 372,7

К сожалению, по четвертым производным 
спектров невозможно оценить вклад отдельных 
аминокислот в общую флуоресценцию белков, в 
отличие от четвертых производных УФ-спектров 
поглощения [15]. Тем не менее профиль графика 
четвертой производной спектра флуоресценции 
дает четкое представление об индивидуальных 
особенностях белка и может быть использован в 
качестве его спектрального «портрета».

Для анализа экспериментальных данных был 
разработан скрипт на открытом языке программи-
рования R, с помощью которого рассчитаны и ви-
зуализированы четвертые производные спектров.

Подводя итоги этого раздела работы, следует 
отметить, что воспроизводимость результатов 
анализа достигается только при точном соблюде-
нии условий записи исходных спектров, а также 
алгоритмов математической обработки данных, 
причем большинство этих параметров необходимо 
подбирать экспериментально. При смене модели 
прибора или его марки необходимо проводить 
«реоптимизацию» условий [20]. Таким образом 
можно получить внутрилабораторный стандарт, на 
который следует ориентироваться при дальнейшей 
работе с конкретным белком.

Автоматическая запись серии индивидуальных 
спектров флуоресценции в зависимости от пе-
ременной длины волны возбуждения может дать 
более подробную информацию о флуоресцентных 
свойствах исследуемых белков по сравнению с 
регистрацией одиночных спектров при возбужде-
нии светом только одной длины волны. В связи с 
этим были проанализированы два белка — БСА и 
гемоцианин — известным методом многомерной 
флуоресцентной спектроскопии. Были записаны 
серии из двадцати спектров собственной флуорес-
ценции для обоих белков при разных длинах волн 
возбуждения. Математическая обработка масси-
вов исходных спектральных данных позволила 
представить их в виде трехмерных изображений 
или их двумерных проекций на плоскости в виде 
контурных карт. На рис. 2 приведены контурные 
карты, на которых числами на изолиниях обозна-
чены значения интенсивности флуоресценции. 
Для БСА максимальные значения интенсивности 
флуоресценции зарегистрированы при длинах 
волн возбуждения и эмиссии в диапазонах 274–280 
нм и 348–350 нм (рис. 2а), а для гемоцианина — в 
диапазонах 274–280 нм и 332–335 нм (рис. 2б) со-
ответственно.

Как и ожидалось, оптимум длин волн возбужде-
ния попадает в зону перекрывания полос поглоще-
ния света тирозином и триптофаном. Диапазоны 
длин волн эмиссии, при которых наблюдались 
максимумы интенсивности флуоресценции, раз-
личались для БСА и гемоцианина и соответствова-
ли значениям, полученным при записи одиночных 
спектров этих белков (рис. 1а) с фиксированной 
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длиной волны возбуждения 280 нм. В результате в 
исследованных нами случаях вполне достаточной 
оказалась запись одиночных спектров с дальней-
шим расчетом их четвертых производных. Кроме 
того, такой подход менее затратен по времени 
выполнения эксперимента, что исключительно 
важно, если речь идет об анализе термолабильных 
белков.

Рис. 2. Контурные карты зависимости интенсивно-
сти собственной флуоресценции БСА (а) и гемоци-
анина Achatina fulica (б) от переменной длины волны 
возбуждения.
Числа на изолиниях — значения интенсивности 
флуоресценции
Fig. 2. Contour maps of the dependence of intrinsic 
fluorescence intensity of BSA (а) and hemocyanin from 
Achatina fulica (б) on the variable excitation wavelength.
The numbers on the isolines are the values of fluorescence 
intensity

В общем случае трехмерные изображения ин-
тенсивности флуоресценции дают возможность 
рассматривать получаемые графики с разных сто-
рон, что особенно наглядно позволяет вычленить 
на спектрах флуоресценции несколько выражен-
ных максимумов, если таковые имеются. Если речь 
идет об аналитах с неисследованными ранее флу-
оресцентными свойствами, то контурные карты 
позволяют оценить оптимальные диапазоны длин 
волн возбуждения и эмиссии с целью дальнейшего 
уточнения характеристик их использования.

В общем случае флуоресцентная спектроскопия 
является полезным инструментом при изучении 
структуры белков и небольших изменений в их мо-
лекулах, вызванных разными причинами [1, 3]. Из 
данных литературы известно и об использовании 
вторых производных спектров флуоресценции, 
например, при исследовании влияния химического 
и термического стресса на структуру антител [18] 
или гипотермии на комплекс мембранных белков 
эритроцитов [19], а также при анализе соедине-
ний небелковой природы, таких как композиции 
лекарственных препаратов [21]. Однако изучение 
влияния каких-либо факторов на структуру белков 
не входило в задачу настоящей работы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, можно заключить, что в рас-
смотренных примерах сравнение даже одиночных 
спектров общей флуоресценции гемоцианина 
брюхоногого моллюска Achatina fulica, БСА и аль-
долазы из мышц кролика методом производной 
флуоресцентной спектроскопии с расчетом чет-
вертых производных спектров показало бóльшую 
эффективность по сравнению с многомерной 
флуоресцентной спектроскопией. Использование 
четвертых производных спектров флуоресценции 
белков предложено впервые. Разработан ориги-
нальный скрипт на открытом языке программиро-
вания R для расчета четвертых производных усред-
ненных спектров и построения графиков спектров 
и их производных. Четвертые производные позво-
ляют получить лучшее разрешение спектральных 
полос по сравнению с исходными спектрами и их 
вторыми производными.

Многомерная флуоресцентная спектроскопия 
дает возможность оценить оптимальные диа-
пазоны длин волн возбуждения и эмиссии для 
неизученных ранее аналитов с целью дальнейшего 
уточнения характеристик их использования, а 
также в дальнейшем этот метод может быть удобен 
при исследовании влияния различных факторов на 
их структуры. Предложенный подход с расчетом 
четвертых производных спектров флуоресценции 
особенно полезен в случае белков со сложной 
структурной организацией, таких как гемоцианин 
A. fulica, для исследования которого в нативном со-
стоянии многие рутинные биохимические методы 
непригодны.

Совокупность спектральных данных, получен-
ных нами ранее методами производной УФ-спек-
трофотометрии [15] в сочетании с производной 
флуоресцентной спектроскопией, можно исполь-
зовать в качестве стандартного спектрального 
«портрета» для объективной характеристики инди-
видуальных особенностей белков.
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