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С помощью прецизионных измерений скорости распространения ульт­
развука в водных растворах определены объемно-упругие характеристики 
молекул иммуноглобулинов класса G. Используя аддитивную схему, 
определены вклады изменения сжимаемости гидратной оболочки и 
собственной сжимаемости белка в скорость ультразвука. Проведена оцен­
ка изменений собственной сжимаемости молекул иммуноглобулинов при 
изменении температуры.

Акустический метод изучения структурных характеристик и гидрата­
ции биологических соединений в растворе, основанный на прецизионных 
измерениях скорости распространения ультразвука на фиксированной 
частоте («ультразвуковая велосимметрия»), стал в последние годы эффек­
тивным инструментом в решении биохимических и биофизических задач 
Г1—9]. В частпости, в работах [2—5] акустический метод позволил вы­
явить связь объемно-упругих свойств белков с их составом, структурой и 
функцией. ‘

Важной группой белков, синтезируемых организмом в ответ на взаимо­
действие с чужеродными ему веществами (антигенами), являются иммуно­
глобулины. Иммуноглобулины выполняют в организме функцию антител, 
которая заключается в специфическом связывании антигенов и индукции 
молекулярных и клеточных реакций, направленных на уничтожение анти­
генов. Различают несколько классов иммуноглобулинов, среди которых 
основным является класс G (lgG).

IgG широко используются в медицинской лабораторной практике с 
диагностическими целями. Как показано в работах [10, 11], для реги­
страции иммунохимических реакций успешно могут применяться и 
ультразвуковые методы. Например, в работе [10] показано, что преци­
зионные измерения скорости ультразвука в ходе реакции антитело-гаитен 
позволяют определять концентрации различных низкомолекулярных ве­
ществ (гаптенов) вплоть до 10-8 М. Поэтому систематические исследова­
ния акустических характеристик молекул иммуноглобулинов необходимы 
также и для понимания причин, вызывающих изменения акустических 
параметров при иммунохимических реакциях.

В настоящей работе представлены результаты исследования объемно- * 
упругих свойств молекул IgG различных животных и изучения зависи­
мости акустических параметров от температуры и концентрации белка.

В работе использовали IgG кролика, козла, быка и мыши. Очистку 
препаратов IgG из сывороток крови проводили осаждением сульфатом 
аммония с последующей гель-хроматографией на колонке (2,5X70 см) с 
сефадексом G-200 («Pharmacia» Швеция) и ионообменной хроматогра­
фией на ДЕАЕ-целлюлозе («Whatman» Англия) [12]. IgG кролика, коз­
ла, быка и мыши были гомогенны но данным седимеитационного анализа 
на аналитической центрифуге МОМ-3170 (Венгрия). Скорость вращения 
ротора составляла 56 000 об/мин.

Концентрацию IgG определяли спектрофотометрически на приборе 
«Spocord UV-VIS» (ГДР) по величине оптической плотности при 280 нм. 
Коэффициенты экстинкции взяты из литературы [13]. Погрешность 
снектрофотометрического определения концентраций составляла 1—2%.

Плотность растворов определяли дифференциальным мпкродепенмет-
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ром ДМЛ-60 с измерительной ячейкой ДМА-601 объемом 0,8 мл («Anton 
Рааг» Австрия).

Скорость ультразвука в растворах IgG измеряли на приборе, разрабо­
танном Л. Г1. Сарвазяном и В. Н. Шестимировым [14]. Работа прибора 
основана на методе интерферометра постоянной длины (или резонаторном 
методе) [15, 16], в котором стол­
бик исследуемой жидкости, нахо­
дящийся между двумя плоскопа­
раллельными ньезопреобразовате- 
лями, является высокодобротным 
механическим резонатором, харак­
теристики которого связаны со 
скоростью распространения и по­
глощением ультразвука. Диапа­
зон рабочих частот составлял 7—
7,5 МГц.

Для уменьшения погрешности 
измерения скорости ультразвука 
использовали дифференциальный 
вариант установки, в котором в об­
щий термостатируемый объем по­
мещались две идентичные ячей­
ки и измерялась разность резо­
нансных частот этих двух резона­
торов, один из которых содержал 
исследуемый раствор, а второй за­
полнялся растворителем. Темпера­
тура во время измерения поддер­
живалась в термостатирующем 
блоке с помощью ультратермостата
U-15° с точностью 0,02° С, а разность температур между измерительной и 
опорной ячейками не превышала 0,001° С. Такое термостатировапие обе­
спечивало требуемую точность относительных измерений скорости ультра­
звука в растворе с погрешностью не более 1-10“4%. Объем ячеек составлял 
0,7 мл.

Акустические и денсиметрические исследования IgG проводили при 
температуре 25° С в 0,01 М фосфатном буфере, pH 7,4, содержащем 
0,15 М  NaCl.

На фиг. 1 приведены зависимости приращений скорости ультразвука 
AU и плотности Ар от концентрации молекул IgG кролика. Из фиг. 1 вид­
но, что во всем исследуемом диапазоне концентраций IgG (1—15 мг/см3) 
концентрационная зависимость скорости ультразвука, так же как и плот­
ности, линейна. Это позволяет использовать для характеристики акусти­
ческих свойств молекул IgG относительный удельный концентрационный 
инкремент скорости ультразвука, который будем называть для краткости 
«акустическим инкрементом» [1]: A =  (U—U0)/U0-C, где U и U0 — ско­
рость ультразвука в растворе и растворителе, соответственно, С — удель­
ная концентрация растворенного вещества (г/см3).

Полученные величины акустических инкрементов IgG различных жи­
вотных представлены в таблице. Б таблице также представлены рассчи-

С, мг/см

Фиг. 1. Зависимость приращений скорости*, 
ультразвука ДU и плотности Др от кон­
центрации молекул IgG в 0,01 М фосфат­
ном буфере, pH 7,4, содержащем 0,15 М 

NaCl, при температуре 25° С

Объемно-упругие характеристики молекул IgG некоторых животных 
в 0,01 М фосфатном буфере, pH 7,4, содержащем 0,15 М NaCl,

при температуре 25° С

IgG А, см3/г Ф„. см3/г Фл.-10°, см3/г бар

Кролика 0,196±0,004 0,739±0,003 3,9±0,6
Козла 0,194±0,004 0,740±0,003 4,1 ±0,6
Быка 0,192±0,004 0,736±0,003 3,9 ±0,6
Мыши 0,197 ±0,004 0,742±0.003 4,0±0,6

671:



тайные из экспериментальных данных величины кажущихся удельных 
•объемов ср„ и адиабатических сжимаемостей срА молекул IgG. ф„ вычисляли 
но формуле: срг;= [1 /р0] — [ (р—po)/C-poJ, где р и р0 — плотности раствора и 
растворителя соответственно. Для расчета адиабатической кажущейся 
сжимаемости использовали формулу, справедливую для разбавленных 
растворов [2]: (рЛ={Ц2* (срв—А)  — (1/р0) ], где р0 — коэффициент адиаба­
тической сжимаемости растворителя.

Из таблицы видно, что значения акустических п объемно-упругих 
свойств для IgG кролика, козла, быка и мыши одинаковы с точностью до 
погрешности измерения абсолютных значений и имеют следующие сред­
ине значения: А=0,193±0,004 см3/г; фг)=0,739±0,003 сма/г; фА=4±0,(>- 
•10_6 см3/г*бйр.

Величина акустического инкремента белка, как и величина его сжи­
маемости, связана с конформацией исследуемых биополимеров и нозволя-

А, см3/г %

А ,  см3/г

3

Ч

Фиг. 2 Фиг. 3

Фиг. 2. Шкала акустических инкрементов основных классов биологиче­
ских соединений при 25° С [1—6]: 1 — глобулярные белки, 2 -  фпбрпл- 

ляриыо белки,*? — аминокислоты, 4 — нуклеиновые кислоты
Фпг. 3. Зависимость величины акустического инкремента молекул IgG 
от температуры: 1 -  IgG при 0,01 М NaCl, pH 7,4; 2 — IgG при 0,15 М

NaCl, pH 7,4

•от в первом приближении сразу определить общий характер структуры 
белка: нативная глобула, клубок или развернутая поли пептидная цепь
[2]. Это наглядно изображено на шкале акустических инкрементов для 
основных классов биомакромолекул, составленной но результатам работ 
[1—6] (фиг. 2). Из изученных ранее глобулярных белков [4], молекулы 
IgG имеют одно из наибольших значений величины акустического инкре­
мента. Это указывает на то, что полипептидная цепь молекулы IgG в боль­
шей степени доступна растворителю, по сравнению с такими глобулярны­
ми белками как пепсин, креатинкиназа, бычий сывороточный альбумин 
(БСА), сывороточный альбумин человека (САЧ) и ряд других.

Акустический инкремент белка при нейтральных значениях pH опре­
деляется в основном следующими факторами: собственной сжимаемостью 
растворенной молекулы Кту изменением сжимаемости растворителя в гид- 
.ратной оболочке биополимера AК,„ удельным объемом молекулы фе и плот­
ностью растворителя р0 [5J: А = Л , - А т+Лр, где члены A = A K h/2-p0 и Ат= 
= K„J2-ро представляют соответственно вклады гидратной оболочки и соб­
ственной сжимаемости белка, 'а член Ар*= <р,—‘/г-ро представляет собой 
вклад кажущегося удельного объема и плотности растворителя. Экспери­
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ментальная оценка этих вкладов представляется важной для интерпрета­
ции изменений акустического инкремента в ходе различных процессов. 
Зная величины А и <р0 для молекул IgG и используя оценку величины 
собственной сжимаемости Кт для глобулярных белков из работы [2], легко 
оценить члены Ар и А,,. При Лт=0,125±0,010 см3/г получили, что Ар=  
=0,240=ь0,005 см3/г и А=0,080±0,010 см3/г. Следовательно, для молекул 
IgG вклады собственной сжимаемости Ат и гидратации Ah в параметр А 
сравнимы но величине. Ah составляет 60—65% от А т.

Дополнительную информацию о характере гидратации биополимеров 
можно получить из температурной зависимости акустического инкремента 
этих молекул. В работе [2] показано, что величина температурного коэф­
фициента акустического инкремента АА/АТ  увеличивается с ростом сте­
пени гидрофобности атомных групп аминокислот. Поэтому белки с боль­
шим удельным количеством гидрофобных групп на поверхности должны 
обладать большим коэфициентом ДА/АТ.

Исследование температурной зависимости акустического инкремента 
молекул IgG кролика выполняли в диапазоне температур от 15 до 53° С с 
шагом по 3°С (фиг. 3). Анализ показал, что с ростом температуры во 
всем исследуемом диапазоне наблюдается монотонное падение величины 
акустического инкремента. Величина АА/АТ  для молекул IgG при 25° С 
остается одинаковой при разных ионных силах и равна -1,60+0,05- 
•10“3 смл/гтрад. Полученное значение оказалось несколько меньше по 
абсолютному значению величин температурного коэффициента акустиче­
ского инкремента для таких белков как лизоцим [6] (—1,70-
•10"1 см7г-град), БСА и САЧ [4] (—1,8-10-3 см3/гград), но больше тем­
пературного коэффициента величины А для рибонуклеазы [4] (—1,40* 
•10“3 см'/г-град). Данный факт свидетельствует о том, что по степени 
гидрофобное™ поверхности эти белки располагаются в ряд: рибонуклеаза, 
IgG, лизоцим, БСА (ЧСА). Эти результаты согласуются с данными про­
веденного ранее исследования [17], в котором двумя различными метода­
ми изучена доступность растворителю гидрофобных остатков этих и ряда 
других белков.

Полученные результаты позволяют также количественно оценить из­
менение собственной сжимаемости молекул IgG при изменении темпера­
туры. Известно, что с ростом температуры увеличивается как собственная 
сжимаемость белка, так и сжимаемость гид ратной воды. При этом коэф­
фициенты АКт/АТ  и А(АКп)/АТ приблизительно равны между собой [4]. 
Учитывая, что для белков Дф„/Д7’=0,38-10_3 см3/г-град [4] можно за­
ключить, что повышение температуры в диапазоне от 25 до 45° С приво­
дит к росту собственной сжимаемости молекулы IgG приблизительно 
на 10%.

Необходимо отметить, что эта оценка справедлива лишь при отсут­
ствии в этом интервале температур значительных конформационных пере­
строек, сопровождающихся изменением степени гидрофобности поверх­
ности молекулы. Наши исследования, проведенные с шагом 3° С, показали, 
что во всем изученном интервале температур наблюдается только линейное 
снижение величины АА/АТ.  Следовательно, в диапазоне температур от 25 
до 45° С пе происходит заметного изменения доступности растворителю 
поверхности молекулы IgG. Этот вывод согласуется с результатами микро- 
калориметрического исследования молекул IgG [18].

Авторы искренне признательны А. П. Сарвазяну за ценные замечания 
при обсуждении результатов.
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