
Доклады Академии наук СССР
1972. Том 202, № 1

УДК 577.13 БИОХИМИЯ

А. И. ШУЛЬМИНА, В. В. МОСОЛОВ

АГРЕГАЦИЯ ЯИЧНОГО АЛЬБУМИНА В КОНЦЕНТРИРОВАННЫХ 
РАСТВОРАХ МОЧЕВИНЫ

(Представлено академиком А. С. Спириным 24 III 1211)

Мочевина нашла широкое применение в качестве агента, изменяющего 
конформацию белковых молекул (*~ 3), в связи с ее способностью разры­
вать водородные связи и ослаблять гидрофобные взаимодействия между 
неполярными боковыми цепями аминокислотных остатков, В последние 
годы мочевина, наряду с некоторыми другими веществами (гуанидин, 
НС1, додецилсульфат натрия), широко используется как средство, вызы­
вающее диссоциацию сложных белковых молекул на протомеры (4).

Было показано (5, 6), что некоторые белки (сывороточный и яичный 
альбумин) способны образовывать гели в концентрированных растворах 
мочевины. Процесс гелеобразования в сильной степени зависит от pH, 
а также от концентрации белка и мочевины. По данным Мак Кензи и 
других (’, 8), яичный альбумин ведет себя в ультрацентрифуге как ге­
терогенное вещество в 7 М мочевине при pH 6,3 и 9,4, что может, 
по мнению авторов, свидетельствовать об ассоциации его молекул. 
В то же время Барк и Гринберг (®) и Ротен (10) не наблюдали изменений 
молекулярного веса яичного альбумина в 7 М мочевине.

Яичный альбумин, использованный в настоящей работе, — кристалли­
ческий препарат, полученный в лаборатории совместно с Ю. Н. Ильиной 
по методике, описанной Морроу (sl). Растворы мочевины готовились 
растворением продажного препарата мочевины (ч. д. а.) в 0,2 М NaCl 
(pH растворов 8,3+0,1).

Фракционирование белка осуществляли с помощью метода гелевой 
фильтрации на колонках из сефадекса Г-100 размером 56 — 58 X 1,13 см. 
Скорость элюции составляла 10 — 15 мл/час при комнатной температуре 
без мочевины и 0,3—3,0 мл/час в присутствии 8 М мочевины. Свободный 
объем колонки, определенный с помощью синего декстрана (Blue Dext­
ran 2000), равнялся 16,3 мл в 8 М мочевине и 18,3 мл в 0.2 М NaCl. На 
колонку наносили 1 мл белкового раствора, содержание белка в элюате 
определяли по методу Лоури в модификации Глязера и Клейна (12). 
В опытах по изучению влияния мочевины па белок свежеприготовленный 
раствор белка в 8 М мочевине немедленно наносили на колонку, уравно­
вешенную раствором мочевины той же концентрации. Время контакта 
белка с мочевиной исчислялось с момента нанесения образца на колонку 
до момента элюции с колонки максимальной концентрации первого бел­
кового компонента (фракция II).

В опытах на ультрацентрифуге раствор яичного альбумина в 8 М мо­
чевине (9,1 мг/мл) выдерживали в течение 1 или 2 суток при комнатной 
температуре. Анализ образца проводили на аналитической ультрацентри­
фуге Спипко (модель Е) при температуре 20° и скорости вращения 
56 100 об/мин. Контролем служил яичный альбумин в той же концентра­
ции, растворенный в 0,2 М NaCl без мочевины.

В ультрацентрифуге проводили также опыты по денатурации яичного 
альбумина в присутствии а-иодацетамида. Навеску а-иодацетамида вно­
сили в раствор мочевины в 0,2 М NaCl и затем смешивали с раствором 
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альбумина в 0,2 М NaCl с таким расчетом, чтобы конечная концентрация 
мочевины составляла 8 М и концентрация а-иодацетамида 0,1 М.

На рис. 1 показаны результаты фракционирования яичного альбумина 
на колонке с сефадексом Г-100 в 0,2 М NaCl (рис. 1 а), а также при раз­
личном времени контакта белка с мочевиной (рис. 1 б, в). Как видно из

рис. 1, в присутствии мочевины, 
наряду с белковым компонентом 
(фракция 1), по объему элюцпп 
близким к исходному альбумину, 
в элюате содержится второй ком­
понент (фракция II), характери­
зующийся меньшим объемом элю­
ции и, очевидно, соответствующий 
материалу с большим молекуляр­
ным весом. Молекулярный вес 
фракции I, рассчитанный по ме­
тоду Детермана (13), в присутст­
вии мочевины равен 48 000— 
50 000. Определение молекуляр­
ного веса яичного альбумина в 
растворе NaCl дало значение 
42 000, что находится в соответст­
вии с литературными данными 
(14). Кажущееся увеличение мо­
лекулярного веса белка в присут­
ствии мочевины обусловлено, ве­
роятно, увеличением асимметрии 
белковых молекул под действием

Рис. 2
Рис. 1. Кривые элюции яичного альбумина (0,45 мг) в 8 М мочевине 
([х — 0,2). а —без мочевины, б и в — при времени контакта белка с мо­

чевиной соответственно 9 и 21 час; I, II— фракции
Рис. 2. Гель-фильтрация высокомолекулярной фракции яичного альбуми­
на, денатурированного 8 М мочевиной в течение 32 час. па сефадексе 

Г-200. Колонка: 1,01 X 60,5 см. Элюирующий агент 0,2 М NaCl

денатурирующего агента (1S). Молекулярный вес материала, содержаще­
гося во фракции II, колеблется в пределах от 90 000 до 150 000.

Из рис. 1 б, в видно, что содержание фракции II возрастает с увели­
чением времени воздействия мочевины на альбумин. При более длитель­
ном времени контакта с мочевиной (32 часа) содержание фракции II до­
стигает 87,5% и в дальнейшем остается постоянным. Содержание высо­
комолекулярной фракции зависит также от исходной концентрации бел­
ка. Так, повышение концентрации альбумина от 0,05 до 0,45% приводит 
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к увеличению содержания фракции II с 68 до 81% (при одинаковом вре­
мени инкубации с мочевиной, 14 час.).

Фракционирование высокомолекулярного материала на колонке с се­
фадексом Г-200 в 0,2 М NaCl (рис, 2) показало наличие в нем, наряду с 
димером белка, тетрамера и более высоких полимеров.

Результаты, полученные с помощью ультрацентрифуги, находятся в 
соответствии с данными, полученными методом гелевой фильтрации. Как

Рис. 3. Седиментограммы яичного альбумина, а — яичный альбу­
мин, денатурированный 8 М мочевиной (вверху), и нативный яич­
ный альбумин (внизу); б — яичный альбумин, денатурированный 
8 М мочевиной без добавки а-иодацетамида (вверху), и яичный 
альбумин, денатурированный 8 М мочевиной в присутствии 0,1 М 
а-иодацетамида (внизу). Движение пиков слева направо. Съемка с 

интервалом 8 и 16 мин.

видно из рис. За, раствор белка в 8 М мочевине содержит 2 компонента 
с константами седиментации 0,9 S и 1,9 S. Нативный яичный альбумин в 
0,2 М NaCl имеет константу седиментации 3,5 S, что близко соответствует 
литературным данным (14).

Вышеприведенные результаты позволяют прийти к заключению, что 
яичный альбумин в щелочной зоне pH в присутствии высоких концентра­
ций мочевины проявляет отчетливо выраженную тенденцию к агрегации.

Халвер (16) наблюдал уменьшение светорассеяния яичного альбумина, 
денатурированного 6 М мочевиной, в присутствии 0,02 М цистеина. Эти 
данные дают основания для предположения, что в процессе агрегации 
белка может играть существенную роль тиолдисульфидный обмен меж­
ду сульфгидрильными и дисульфидными группами, содержащимися в раз­
личных молекулах белка*.  Однако Мак Кензи и др. (7,8) не обнаружили 
влияния цистеина и и-хлормеркурибензоата на процесс агрегации яично­
го альбумина в мочевине.

* В молекуле яичного альбумина содержится четыре-пять свободных SH-rpynn 
и одна дисульфидная связь (17).

В наших опытах денатурация яичного альбумина мочевиной проводи­
лась в присутствии 0,1 М а-иодацетамида с целью блокирования свобод­
ных SH-групп, содержащихся в белке. Результаты, приведенные на рис. 
3 б, показывают, что белок, денатурированный 8 М мочевиной в присут­
ствии а-иодацетамида, ведет себя в ультрацентрифуге как монодиспер- 
сное вещество с константой седиментации 0,84 S, что близко к коэффици­
енту седиментации низкомолекулярного компонента в опыте без добавки 
алкилирующего агента (рис. 3 а).

Таким образом, результаты, полученные в настоящей работе, показы­
вают, что денатурация белка, содержащего свободные сульфгидрильные 
группы, в мочевине в щелочной области pH может сопровождаться про­
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цессом агрегации белковых молекул. Механизм агрегации, вероятно, 
включает образование дисульфидных мостиков между денатурированны­
ми белковыми молекулами в результате тиолдисульфпдного обмена.

Как следует из полученных результатов, необходимо соблюдать осто­
рожность при оценке молекулярных весов белковых субъединиц, полу­
ченных в результате диссоциации сложных белков или других белковых 
структур в растворах мочевины (а возможно, и других денатурирующих 
агентов), особенно, если эти белковые структуры содержат свободные 
сульфгидрильные группы.

Приносим благодарность Р. С. Шакулову за помощь, оказанную в про­
ведении опытов на ультрацентрифуге.
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