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Пластоцианин (ПЦ) — медьсодержащий белок фотосинтезирующих 
тканей, являющийся промежуточным переносчиком электронов в хлоро
пластах. Хотя впервые он был выделен более 10 лет назад (*), но до на
стоящего времени не выяснены ни природа лигандных атомов, ни сим
метрия окружения входящих в состав белка атомов меди. За синюю ок
раску ПЦ в окисленном состоянии ответственна интенсивная полоса с 
максимумом около 600 мд, обусловленная переносом заряда. Величина 
константы сверхтонкого расщепления спектра э.п.р. белка является не
обычно низкой для комплексов меди (60 э). Эти факты свидетельствуют 
об уникальности окружения меди в белке (2). Очевидно, это специфиче
ское окружение меди определяется нативной структурой белка, ввиду 
чего денатурация должна приводить к изменению лигандного окружения 
меди, сопровождающемуся изменением параметров сигнала э.п.р.

В данной работе приводятся результаты исследования влияния ряда 
денатурирующих агентов — щелочи, мочевины и додецилсульфата на па
раметры сигнала э.п.р. ПЦ. ПЦ выделяли из листьев гороха 10—12-днев
ного возраста. Срезанные листья замораживали в сухом льду, измельча
ли в большой кофейной мельнице и экстрагировали в течение 40 мин. 
0,002 М калий-фосфатным буфером, pH 7,2 (1 : 1). После отжимания че
рез полотно к полученному экстракту добавляли по каплям охлажденный 
ацетон до 35% концентрации. Осадок отделяли центрифугированием, 
а к надосадочной жидкости прибавляли ацетон до 75% концентрации. 
Надосадочную жидкость отбрасывали, а осадок суспендировали в не
большом количестве 0,01 М калий-фосфатного буфера, pH 7,2. После цен
трифугирования при 12 000 g надосадочную жидкость наносили на колон
ку с ДЭАЭ-целлюлозой. Дальнейшую очистку проводили на ДЭАЭ-цел
люлозе и Сефадексе Г-75 по методу (3).

Использованные в данной работе препараты ПЦ имели D21liIDi91 = 1,5. 
Препараты по данным электрофореза в полиакриламидном геле были го
могенны. Раствор нативного белка в 0,05 М калий-фосфатном буфере, pH 
7,2, содержащем 0,2 М КС1, имел = 0,90. Опыты по денатурации 
проводили при комнатной температуре. Для записей сигналов э.п.р. бра
ли по 0,2 мл раствора белка. Спектры э.п.р. записывали при 77° К в по
лиэтиленовых трубках на приборе с длиной волны 3 см (ИХФ-2). Приво
дим параметры спектра э.п.р. нативного и денатурированного ПЦ:

Параметры А,, , э А . , э Aq с Т С ’ & [I ДЯ1/2, э
Нативный белок 60 15 ' —’ ' 2,211 2,045 45
Денатурированный белок 94 15 16 2,123 2,012 75

Спектр э.п.р. нативного ПЦ приведен на рис. 1. Параметры сигнала э.п.р. 
нативного ПЦ из листьев гороха оказались близкими к параметрам для 
ПЦ из мари обыкновенной (4). Денатурация щелочью (до pH 11,0) при
водила к необратимому обесцвечиванию раствора, хотя он оставался 
прозрачным по крайней мере в течение 20 мин. после добавления щело
чи. Спектр э.п.р. денатурированного щелочью ПЦ приведен на рис. 2.
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Сравнение рис. 1 и 2 приводит к заключению, что щелочная денатура
ция ПЦ сопровождается резким изменением окружения атомов меди, 
хотя интегральная интенсивность сигнала э.п.р. при этом практически не 
изменяется, что свидетельствует о сохранении валентности меди. Таким 
образом, щелочная денатурация не сопровождается восстановлением ато
мов двухвалентной меди ПЦ. Появление в спектре э.п.р. денатурирован-

Рис. 1. Спектр э.п.р. нативного ПЦ. 
Стрелка указывает значение g = 
= 2,003. В нижней части показан 
участок спектра £ц при большем 
усилении. Амплитуда модуляции 4 э
Рис. 2. Спектры э.п.р. денатурирован
ного щелочью ПЦ. А — условия те 
же, что на рис. 1, Б — усиление уве
личено в —- 2 раза, В — участок спек
тра с суперсверхтонкой структурой 

от атомов азота

Рис. 3. Спектры э.п.р. через 30 мин. 
после добавления мочевины (4) и до
децилсульфата (В) к раствору ПЦ. 
Усиление для 4 в ~ 10 раз больше, 

чем для Б

ного белка пяти компонент суперсверхтонкой структуры (с.с.т.с.) с рас
щеплением между ними ~ 16 э свидетельствует о том, что в денатури
рованном щелочью белке двухвалентная медь связана по крайней мере 
с двумя атомами азота (ядерный спин N14 равен 1).

В отличие от щелочной денатурации, денатурация мочевиной (4,5 М) 
приводила к резкому уменьшению интенсивности сигнала э.п.р. (Пока
занный на рис. ЗА сигнал наблюдается только при большом усилении). 
Падение интенсивности сигнала э.п.р. при денатурации мочевиной, веро
ятно, может быть связано с восстановлением меди белка. В качестве вос
станавливающих групп могут выступать тиоловые группы, которые в ре
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зультате разрушения водородных связей оказываются расположенными 
достаточно близко к атомам двухвалентной меди.

В опубликованных недавно работах (5, 6) сообщается, что под влия
нием щелочи происходит восстановление меди, входящей в состав гриб
ной лакказы и белка из Pseudomonas fluorescence, азурина. В то же вре
мя денатурация мочевиной лакказы и медьсодержащего белка из плазмы 
крови млекопитающих, церулоплазмина, не сопровождается восстановле
нием двухвалентной меди (7). Однако денатурация азурина мочевиной 
также приводит к восстановлению меди (8).

Было исследовано также влияние додецилсульфата натрия на пара
метры сигнала э.п.р. Оказалось, что инкубация ПЦ с этим детергентом в 
течение одного часа не приводила к заметным изменениям формы сигна
ла э.п.р. и интенсивности окраски ПЦ даже при концентрации детерген
та 4% (рис. 35). На основании этих фактов можно предположить, что 
гидрофобные взаимодействия не существенны для поддержания специфи
ческого лигандного окружения атомов меди в ПЦ, тогда как роль водо
родных и электростатических взаимодействий значительна.

В предварительно проведенных опытах обнаружено, что додецилсуль
фат натрия также не оказывает воздействия на синюю окраску и спектр 
э.п.р. церулоплазмина.

Эти результаты вместе с представленными в настоящем сообщении 
литературными данными свидетельствуют о том, что специфическое ли
гандное окружение меди в медьсодержащих белках определяется взаимо
действиями, благодаря которым поддерживается нативная структура 
белка.
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