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Резюме: 

Иссле   ан  механи м   енатурации м лекул  ел  е еск г  с   р т  н г  аль умина (HSA) п    е ст ием 
электр магнитн г  п ля ни к    аст т  при ра ли н х  на ениях pH раст  р   мет  ами флу ресцентн г  анали а п  и у ени  
с  ст енн    елк     трипт фан     флу ресценции. П ка ан к нф рмаци нн   функци нальн   N – F перех   HSA, 
пр исх  ящи  при умень ении  на ения pH раст  р    т 6,5    3,5. Ту ение трипт фан     флу ресценции HSA ука   ает на 
  н ста и н   характер  енатурации при pH > pI HSA – ра р хление  елк   х гл  ул. Вт рая ста ия, п лн е ра   ра и ание 
амин кисл тн   цепи  елка п    е ст ием ЭМП  аст т    т 3    32 Гц, не пр исх  ит. 
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Summary:  

Mechanisms of a denaturation of molecules of human serum albumin (HSA) under the in-fluence of an electromagnetic field of low 
frequency at various pH values of solutions are inves-tigated by methods of the fluorescent analysis on studying of own proteinaceous 
triptofanvy flu-orescence. The conformational functional N-F transition of HAS happening at reduction of pH value of solutions from 6,5 to 
3,5 is shown. Suppression of triptofanovy fluorescence of HAS indicates single-stage character of a denaturation at pH > pI HSA – a 
loosening proteinaceous molecules. The second stage, a full deployment of an amino-acid chain of protein under the in-fluence of EMP 
with a frequency from 3 to 32 Hz, does not occur.  
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_________________________________________________________________________________________________________________ 

Введение. С   р т  н   аль умин, п мим  п   ер ания  см ти еск г   а ления кр  и и  елк   г  ре ер а  ргани ма, 
  п лня т  а ну  функци ,  сущест ляя трансп рт эн  генн х и эк  генн х су станци  [1]. В  сн  е трансп ртн   функции 
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аль умина ле ит сп с  н сть к   ратим му с я   ани  лиган    ра ли н   хими еск   структур , таких как  и л ги ески 
акти н е  ещест а [2],  ирн е кисл т  [3], не ргани еские и н  [4], а так е лекарст енн е  ещест а и их мета  лит  [5, 6]. 
И  естн ,  т  с я   ание лекарст енн х с е инени  с пла менн ми  елками играет  а ну  р ль   их распре елении, а так е 
 лияет на фармак л ги еску  акти н сть и кинетику. Благ  аря с я   ани  п    ается раст  рим сть лиган      пла ме кр  и, 
сни ается их т кси н сть,  сущест ляется  ащита с я анн х с е инени   т ферментати н   и  кислительн    егра ации [7].  

Ранее   серии ра  т нами   ла п ка ана    м  н сть и менения фи ик -хими еских с   ст   и п лимер   ра ли н х тип   
при     е ст ии на них электр магнитн м п лем ни к    аст т  (ЭМП НЧ) [8 - 12].  

Целью наст яще  ра  т    л  иссле   ание  лияния ни к интен-си н г  электр магнитн г  п ля    иапа  не  аст т  т 3    
50 Гц на к нф рмаци нн е и менения  ел  е еск г  с   р т  н г  аль умина и смеси прир  н х  елк   пла м  кр  и 
мет  ами а с р ци нн   и флу ресцентн   спектр ск пии. 

 

Материалы и методы. В эксперименте исп ль   ались раст  р  трипт фана, тир  ина,  ел  е еск г  с   р т  н г  
аль умина (HSA), пла м  кр  и. В  н   раст  р HSA   л п лу ен путем ра  е ения сух   на ески  елка (Sigma-Aldrich) 
фи и л ги еским раст  р м    к нцентрации 50 мкМ. Ра   ие раст  р  HSA г т  или с исп ль   анием  и истиллир  анн   
     с к нцентрацие  NaCl, ра н   0,1 М и с  т етст у щих    а  к HCl или NaOH. При п  г т  ке   ра ц   не исп ль   али 
 уферн е раст  р , фиксиру щие рН сре  . Для ста или ации раст  ра   ра ц  пере  и мерением хранились сутки при 
температуре 40С. Для иссле   ания раст  р  сме и али таким   ра  м,  т    к нцентрации  HSA   к не н х раст  рах 
с ста ляли 1•10-6 М.  

Спектр  п гл щения п лу али с исп ль   анием   ухлу е  г  спектр ф т метра U-2900 (Яп ния). Снятие спектр   
п гл щения   ультрафи лет       ласти спектра пр    ил сь   к  ете и  к арца т лщин   10 мм. О ра  тку п лу енн х 
 анн х  сущест ляли с п м щь  пр грамм  UV-Solutions. 

 лу ресцентн е иссле   ания пр    ились на спектр флу риметре Hitachi F-2700 (Яп ния). Трипт фан  ая флу ресценция 
раст  р   HSA регистрир  алась    иапа  не 270 – 500 nm при     у  ении с ет м с  лин     лн  λ     = 295 nm.  

О ра  тка пр   электр магнитн м п лем. О ра  тку раст  р   HSA ЭМП НЧ пр    или   хими ески  ист   стерильн   
пластик     п су е при температуре 21–230С и т лщине   лу енн г  сл я 2 мм   экранир  анн   камере, к т рая   еспе и ала 
 сла ление  не них п ст янн х (  т м  исле и ге магнитн г ) и переменн х п ле  не менее  ем   100 ра . Время   ра  тки 
пр    ЭМП с ста лял  10 мин. Напря енн сть магнитн   с ста ля ще  п ля к нтр лир  алась и мерителем напря енн сти 
электри еских и магнитн х п ле  ПЗ-80 и   стигала 24 ± 3 А/м. Част та ЭМП и менялась с  аг м 0,2 Гц    иапа  не  т 0,5    50 
Гц. В х  е эксперимент   исп ль   ал сь ра ра  танн е нами устр  ст    ля а т мати ир  анн г  иссле   ания  и л ги еских 
 и к сте    переменн м магнитн м п ле [13]. П лу енн е  анн е анали ир  али   пакете статисти еск г  анали а Statistica 6.0 
[14]. 

 

 Результаты и их обсуждение. Аль умин  тн сится к   н му и  наи  лее и у енн х пр теин   млек пита щих, 
м лекулярная структура к т р г  п лн сть  рас ифр  ана [1]. С   р т  н   аль умин  ел  ека (HSA, human serum albumin) 
я ляется   н цеп  е н м  елк м, с ст ящим и  585 амин кисл тн х  статк  , имеет М.м. 66,5 кДа и и  электри еску  т  ку pI 
4,9.  ристалл графи ески  анали  HSA и ег  рек м инантн х ф рм (rHSA) п ка ал,  т  п липепти ная цепь   ра ует 
асимметри ну  гл  улу   ф рме сер ца с ра мерами при ли ительн  80×80×30 Å, на 67% спирали   анну    α-спираль (рис. 1). С 
п м щь  рентген структурн г  анали а   яснен ,  т   ел к с ст ит и  трех п х  их   мен   (I—III), ка     и  к т р х 
 кл  ает п    а су   мена (А и В). Су   мен А   ра   ан  есть , а су   мен В —  ет рьмя а-спиралями, с я анн ми   ги кие 
петли.  

 
Рис. 1 Структура сывороточного альбумина человека (PDB код: 1bm0). Обозначено подразделение альбумина на домены и 

субдомены (А и В), а также примерная локализация центров I и II по Sudlow [15]. 
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Несм тря на мн г   ра ие перен сим х  ещест , сущест ует  грани енн е  исл  тип   мест с я   ания на м лекуле 
аль умина,   и ентификации к т р х  сн   п лага ще  с итается ра  та G. Sudlow и с а т. [15],   к т р   а т р     елили 2 
центра с я   ания лиган    на м лекуле  елка, к т р е  п сле ст ии п лу или на  ание центр   (у астк  ) I и II п  Sudlow (рис. 
1). 

Маркерами центра I я ля тся  арфарин, и  ипами , а апр па  н,  илиру ин и  р.; маркерами центра II слу ат трипт фан, 
 иа епам и  р. [16]. В кристалли еск   структуре HSA или rHSA у аст к I имеет  и  кармана   су   мене IIA (рис. 1) и с  ер ит 
е инст енн     м лекуле аль умина  ел  ека  стат к трипт фана - Трп-214. Ги р ф  н е у астки  елк     цеп  ки   ращен  
    нутренн   п л сть кармана;  х     карман  кру ен п л  ительн   аря енн ми амин кисл тн ми  статками [1]. Центр I 
я ляется     льн     ирн м, п ск льку с я   ает такие крупн е м лекул , как  илиру ин. Т т факт,  т  лиган   ра ли н   
хими еск   структур  с я   а тся центр м I с   с ким ср  ст  м, г   рит    на ительн   ги к сти  анн г  у астка [17]. 

Ги к сть м лекул  аль умина,  ре    а ная к нф рмаци нная ла- ильн сть и сп с  н сть м лекул  к скру и ани  и 
раскру и ани  (fold-ing/unfolding), а так е   сприим и  сть к ра ли н г  р  а регулят рн м  лияниям [18 - 19] с   ает 
пре п с лки  ля реали ации алл стери еских  лияни  с  ст р н  ра н   ра н х с е инени  на с я   ание лиган    с  елк м 
[20].  

В   р  птимальн    лин    лн      у  ения флу ресценции раст  р   HSA. 

 лу ресценция  елк       н      у  ается   максимуме их п гл щения. Для     ра  птимальн    лин    лн  
    у  ения флу ресценции HSA регистрир  ались спектр  п гл щения    н х раст  р   тир  ина, трипт фана и аль умина, 
при е енн е на рис.2.  

 
Рис. 2 Спектры поглощения водных растворов HSA (С = 0,04мкг/мл), триптофана (С = 0,05 мкг/мл), тирозина (С = 0,05 мкг/мл), 

pH 7,5, t = 200C 

О е ар мати еские амин кисл т  и тир  ин, и трипт фан   ла а т  аметн м п гл щением   ультрафи лет       ласти 
(рис.2). Для ут  нения  на ения λ       ли п лу ен  спектр  с  ст енн   флу ресценции раст  р   трипт фана и тир  ина при 
и менении  лин    лн      у  ения  т 275    295 nm, пре ста ленн е на рис.3. 

 
Рис. 3 Спектры флуоресценции растворов триптофана – А и тирозина – Б при изменении длины волны возбуждения от 275 

до 295 nm, t = 20 oC, pH 5,5 
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В яснен ,  т  испускание тир  ина      е пр исх  ит при  лине   лн      у  ения 310 ± 2 нм и сра нительн  
не у ст ительн  к п лярн сти раст  рителя. Максимум испускания трипт фана      е нах  ится при λфл макс = 355 ± 3 нм и 
сильн   а исит  т п лярн сти, при ем максимальная  ели ина интенси н сти флу ресценции Iфл макс  ля трипт фана 
 на ительн     е,  ем  ля тир  ина. При  линах   лн     у  ения   лее 295 нм п гл щает гла н м   ра  м трипт фан.  р ме 
т г , а т рами ра  т [17, 21]  тме ается,  т  флу ресцентн е с   ст а амин кисл тн г   статка трипт фана   м лекуле HSA 
 есьма  у ст ительн  к перестр  кам макр м лекул   елка, п эт му при и у ении  лияния  не них     е ст и  на м лекулу 
HSA   цел м и на центр с я   ания I,    астн сти, у   н  исп ль   ать именн  трипт -фан  у  флу ресценци  HSA. 

Трипт фан  ая флу ресценция   иссле   аниях к нф рмаци нн х перех     HSA при и менении pH раст  ра    иапа  не 
3,0 – 6,5. 

М  ификации     нутрим лекулярн    инамике  елк     раст  рах, пр исх  ящие при и менении pH раст  р      тсутст ие 
    е ст ия ЭМП   иссле уем м  иапа  не (3,0–6,5),  тн сятся к функци нальн м перех  ам, так как  ни пр исх  ят   пре елах 
нати н   структур   елка [1].  Пр  е ен  иссле   ания флу ресцентн  – спектральн х характеристик амин кисл тн г   статка 
трипт фана   м лекуле HSA при ра ли н х  на ениях pH раст  р  . П лу ен   а исим сти интенси н сти   максимуме спектра 
флу ресценции Iфл макс и  лин    лн    максимуме спектра флу ресценции λфл макс HSA  т pH раст  ра, при е енн е на рис. 
4. Спектр испускания HSA претерпе ает к р тк   лн     с  иг п  сра нени  с испусканием трипт фана      е. Эт т 
к р тк   лн     с  иг с я ан с экранир  анием трипт фан   х  статк    т    н   фа   ги р ф  н м  кру ением. 

 
Рис. 4 Зависимости интенсивности Iфл макс  (1) и длины волны λфл макс  (2) в максимуме спектра флуоресценции HSA (1•10-

6 М) от рН растворов в отсутствии воздействия ЭМП НЧ (λвозб  = 290 nm) 

 ак  и н  и  рис. 4 – кри ая 1, при у ели ении  на ения pH  т 4,0    6,0 пр исх  ит у ели ение интенси н сти 
флу ресценции Iфл макс.  П мим  ра г рания трипт фан     флу ресценции HAS, при у ели ении pH пр исх  ит красн   с  иг 
спектра флу ресценции,  т    усл  лен  к нф рмаци нн м функци нальн м перех   м HSA (так на   аем м N - F перех   м) 
и пр т нир  анием кар  ксильн х групп  елка (рис. 4 – кри ая 2). F-ф рма HSA, име щая мест  при ни ких  на ениях рН, 
характери уется   лее р хл   структур   с ра уп ря   енн ми ги р ф  н ми   ластями. Максимум  испускания трипт фана 
  ень  у ст ительн  к п лярн сти раст  рителя, ра н  как и к специфи еским   аим  е ст иям ме  у раст  рителем и 
ин  льн м к льц м. П эт му м  н    и ать,  т  максимум  испускания  елк     л н   а исеть  т тех факт р  , к т р е 
 лия т на эксп нир  ание трипт фан   х  статк        ну  фа у. Пре п лагается,  т  N – F перех   с пр     ается 
раскр тием ги р фильн х п  ерхн сте   елк     м лекул , а  атем при функци нальн м перех  е F`→ F  ткр  а тся 
ги р ф  н е   н   елка [18] и таким   ра  м пр исх  ит ту ение флу ресценции при умень ении рН раст  ра.  

При pH > 6,0 аль умин так е п   ер ен pH- а исим м к нф рмаци нн м и менениям, к т р е   литературе п лу или 
на  ание не тральн - сн  н г  или N—B перех  а [19]. Эти перех    с пр     а тся и менением микр  кру ения 
амин кисл тн х  статк   трипт фана, тир  ина, гисти ина,   ре ультате п    ается   ступн сть ими а  льн х  статк  , 
скр т х   N-ф рме и пр исх  ит умень ение интенси н сти флу ресценции  Iфл макс., как эт   и н  и  рис.4.  

Трипт фан  ая флу ресценция   иссле   аниях  енатураци нн х перех     HSA п    е ст ием ЭМП НЧ при ра ли н х 
 на ениях pH. 

Нами и у ал сь  е ст ие ЭМП НЧ на раст  р  HSA, име щие ра ли н е  на ения рН. На рис.5 при е ен  спектр  
трипт фан      флу ресценции при ра ли н х  на ениях  рН раст  р   HSA п сле   ра  тки ЭМП  аст тами  т 3    32 Гц. 
Вели ина интенси н сти трипт фан      флу ресценции с   р т  н г  аль умина при   ра  тке электр магнитн м п лем 
и менялась  т 230    500  тн. е .    а исим сти  т исп ль уем    аст т  ЭМП. 
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Рис. 5 Спектры триптофановой флуоресценции HSA при обработке ЭМП разной частоты при разных рН раствора. Время 

облучения образцов 10 мин., t = 23 oC, λвозб = 290 nm 

 ак  и н  и  рис. 5, при рН 3 интенси н сть флу ресценции Iфл макс  при   ра  тке раст  ра HSA электр магнитн м п лем 
умень ается с 440 ( е    ра  тки ЭМП)    230  тн. е ., при эт м максимум флу ресценции λфл макс  смещается   
к р тк   лн  у    ласть на 15-20 нм. Эт  с и етельст ует     и менениях, пр исх  ящих   центре с я   ания 1 м лекул  
аль умина, при  е ст ии ЭМП, а именн     у ели ении (ра р хлении) F-ф рм  HSA и  ткр тии ги р ф  н     н ,   т  при   ит 
к пр никн  ени  м лекул         анн   центр,  альне  ему их   аим  е ст и  с ар мати еским к льц м трипт фана и 
ту ени  ег  флу ресценции.  

При рН раст  ра 4,5,  ли к м к и  электри еск   т  ке аль умина,     е ст ие  ЭМП  аст тами  т 3    32 Гц при   ит к 
ра г рани  трипт фан     флу ресценции HSA,  т  с и етельст ует    умень ении   ступн сти амин кисл тн х  статк   
аль умина   центре 1  ля м лекул      и    упл тнении их ги р ф  н г   кру ения при  анн м рН. 

О ра  тка ЭМП    н х раст  р   HSA с рН,   ль им 4,5 при   ит к умень ени  интенси н сти флу ресценции  ля  сех 
и у енн х  аст т. На л  аем е ту ение трипт фан     флу ресценции HSA при  анн м ре име   ра  тки ука   ает на 
  н ста и н   характер  енатурации аль умина при pH > pI HSA – ра р хление  елк   х гл  ул. Вт рая ста ия, п лн е 
ра   ра и ание амин кисл тн   цепи  елка п    е ст ием ЭМП  аст т    т 3    32 Гц, не пр исх  ит.  

Б л    нару ен ,  т   а исим сти интенси н сти флу ресценции пла м  кр  и    р   г   ел  ека и раст  р   HAS, 
име щих   инак   е  на ения рН, при λ    . = 295 нм  т  аст т  электр магнитн г  п ля к ррелиру т  руг с  руг м. Так, при 
  ра  тке ЭМП  аст тами 6,5 и 8,5 Гц – на л  ается ту ение флу ресценции как раст  ра HSA, так и пла м  кр  и, а  аст тами 
4,5 – 6 Гц и 7,5 Гц - ее у ели ение. При  е ст ии ЭМП НЧ на пла му кр  и     р   г   ел  ека  тме ается  на ительн е 
у ели ение интенси н сти  флу ресценции  т 190    1500  тн. е .    интер але  лин   лн  т 320    380 nm. Данн   факт 
с и етельст ует    т м,  т   сн  н    кла     флу ресценци  пла м  кр  и, п - и им му,  н сит  ел к аль умин, пр центн е 
с  ер ание к т р г    пла ме с ста ляет 60 %. Ст ль  на ительн е у ели ение флу ресценции ( т 190    1500  тн.е .) м  ет 
г   рить    и менении к нф рмации аль умина, нах  ящег ся   пла ме кр  и, п    е ст ием ЭМП НЧ. 

П лу енн е эффект  с гласу тся с      ами а т р   ра  т  [22],   к т р   п ка ан ,  т    ра  тка магнитн м п лем 
   н х раст  р   аль умин   при   ит к сущест енн м и менениям  елк   х макр м лекул и   усл  лен , х тя     асти н , 
и менением с   ст     н   фа  .  О    м  н стях  ценки параметр   и менения ги ратн      л  ки  елк   при ра ли н х 
 не них     е ст иях ука   а т и а т р  ра  т [23 - 24]. 
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Заключение 

На  сн  ании    епри е енн х  анн х, м  н  пре п л  ить,  т  с п м щь  ни к интенси н г  ЭМП НЧ    м  н  
и менять с ст яние макр м лекул с   р т  н г  аль умина  ел  ека   пла ме кр  и и тем сам м и менять ее сп с  н сть  
с я   ать и трансп ртир  ать лиган   ра ли н   хими еск   прир   ,   т м  исле и лекарст енн е препарат .  
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