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Определение количества кислорода, связываемого белковыми молеку¬
лами во время облучения ионизирующим излучением, имеет важное зна¬
чение для выяснения механизма кислородного эффекта. Однако этот вопрос
до сих пор остается неизученным, и в литературе отсутствуют прямые дан¬

ные по этому поводу. Косвенная оценка связывания кислорода белком
была получена при изучении взаимоотношении кислорода и красителя ма¬

лахитового зеленого с серум-альбумином человека при облучении водных
растворов белка рентгеновскими лучами в дозах до 300 кр. В изученных
условиях величина связывания кислорода составила 1— 2 молекулы 02 на
одну молекулу белка (‘). При изучении механизма рекомбинации радика¬

лов белка (облученного у-лучами Со60 в дозах 20— 50 Мрад) в присутствии
кислорода была получена количественная оценка связывания уже облучен¬

ным белком, составившая 2,9— 3,5 молекул 02 на один радикал белка (-).
Настоящая работа посвящена прямому определению количества кислоро¬

да, связываемого белком в процессе облучения, с применением стабильно¬

го изотопа О18.
В качестве объекта исследования брался серум-альбумин человека в

виде 10% водного раствора и сухого препарата. Облучение у-лучами Со60

проводилось на гамма-установке ГУРХ-40000 при мощности излучения
100, 200 и 370 р/сек. Образцы белка облучались в присутствии чистого кис¬

лорода, обогащенного изотопом О18 на 41%, полученного электролизом тя¬

желокислородной воды ( 3) и очищенного от возможной примеси озона. На¬

сыщение кислородом тщательно откачанных образцов белка (растворы
брались в объеме 0,5 мл) производилось в течение 20— 24 час. при 4° в
колбах, имеющих объем ~ 70 мл. После облучения водные растворы белка
лиофилизировались. Контролем на связывание кислорода необлученны»
белком служили образцы белка, выдержанные в атмосфере кислорода , обо¬

гащенного О18, в тех же условиях, что и опытные образцы, в течение вре¬

мени, соответствующего времени облучения максимальной дозой. Опреде¬

ление связанного белком при облучении кислорода, обогащенного 0:\ про¬

изводилось по методу, описанному для аминокислот и пептидов г > . При¬

менительно к белкам были подобраны условия, при которых сухие образцы
белка ( 25 мг ) сжигались при 530° в течение 3 час. в откачанных и апаян-

ных ампулах в присутствии сулемы (250 мг ). Навеска белка бралась из
расчета, что при полном окислении белка будет образовываться не менее-
ОД ммоля С02. С02, обогащенный О18, очищали от возможных примесей га¬

зов выдерживанием над хинолином п многократным переморажнванием в
градиенте низких температур и откачиванием неконденспрующпхся газов.
Концентрация О18 в образцах С02 определялась на масс-спектрометре
МИ-1305 с точностью ±2%. При оценке количества связанного при облу¬

чении кислорода (в атомах на молекулу белка ) учитывалось, что молекула
серум-альбумина (мол. вес. 69 000) содержит 940 атомов О (5) .
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Анализ препаратов С02 показал, что содержание в них изотопа О18 из¬

меняется в зависимости от дозы облучения для растворов белка в пределах
от 0,225 до 0,343 ат.% и для сухих препаратов от 0,250 до 0,352 ат.% • Для
контрольных, необлученных образцов белка эти значения составили
0,211 ат.% , что соответствует связыванию 0,17 атомов О на молекулу
белка.

Кривые зависимости связывания кислорода растворенным белком от
дозы облучения имеют своеобразный характер (рис. 1) . Первоначально
эта зависимость изображается выпуклой кривой, затем наблюдается пери-
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Рис. 2
Рис. 1. Связывание кислорода сывороточным альбумином человека в растворе (10% )
при облучении гамма-лучами Со60 при мощности дозы 100 р/сек (1) , при мощности

дозы 200 р/сек (2)
Рис. 2. Выходы связывания кислорода сывороточным альбумином человека в рас¬

творе (10% ) при облучении гамма-лучами Со60 при мощности дозы 100 р/сек ( 1 ) и
200 р/сек (2 )

од, когда связывание кислорода белком мало зависит от дозы. При высо¬

ких дозах регистрируется рост связывания кислорода с дозой, причем по
отчетливо выраженному линейному закону. В зависимости от использо¬

ванной в опыте мощности дозы связывание кислорода изменяется по кри¬

вым 1 ж 2. При низких дозах связывание кислорода белком мало зависит
от мощности дозы и составляет при дозе 100 кр около 0,5 атома О на мо¬

лекулу белка. Различие в связывании становитс-я заметным с повышением
дозы облучения, и при максимальной дозе 1000 кр на одну молекулу бел¬

ка связывается 3,15 атома О, при мощности дозы 100 р/сек и 2,05 атома
О — при мощности дозы 200 р/сек.

В силу своеобразного характера зависимости связывания кислорода
растворенным белком при облучении представлялось целесообразным ха¬

рактеризовать радиационный выход связывания кислорода белком (число
связанных молекул кислорода на 100 эв поглощенной энергии) не тем вы¬

числением фактора G , когда фактически доза отсчитывается от нуля (т. е.
когда G вычисляется как G = r\ ( ~pj j jD а вычислить эту производную по
ходу дозной зависимости. Поэтому в настоящей работе было вычислено
значение Сч = ц (^)д^в.по ходу вышеуказанной зависимости. При этом,
естественно, была получена зависимость G — f ( D ) , которая представлена
на рис. 2 в качестве функции продолжительности облучения.

Из хода кривых 1 и 2 четко вырисовывается зависимость выхода свя¬

зывания кислорода белком в процессе облучения от распределения дозы во
времени. Выходы связывания кислорода белком характеризуются более
высокими значениями при использовании излучения с меньшей мощно¬

стью дозы, а следовательно при более длительных экспозициях (рис. 2, 1 ) .
Однако при низких дозах облучения выходы связывания кислорода белком
для двух изученных мощностей доз имеют наиболее высокие и по значе-
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япю близкие величины. Так, при дозе 100 кр и мощности дозы 100 р/сек
> = 4,20, а при 200 р/сек G = 4,70. Характерным является сохранение по-
тоянных выходов связывания 02 для каждой из изученных мощно¬

стей доз при продолжительности облучения начиная приблизительно
40— 60 мин. При этом G = 2,25 (при 100 р/сек) и G = 1,6 (при

200 р/сек) .
Наблюдаемая зависимость выхода радиационно индуцированного свя¬

зывания кислорода белком от распределения дозы во времени, а также на¬

блюдаемое постоянство значений выхода начиная с определенных доз, по-
г.пдимому, можно объяснить тем, что лимитирующим фактором в этом про¬

цессе является растворение и диффузия кислорода в раствор в процессе
иблученпя. Роль этого фактора незначительна прп низких дозах об¬

лучения, когда экспозиция мала, а исходный раствор белка насыщен кис¬

лородом. В этих условиях при дозе 100 кр в обоих случаях связывается
примерно половина растворенного 02. Почти весь растворенный кислород
расходуется при увеличении экспозиции, соответствующей приблизитель¬

но дозе 400 кр. По-видимому, выше этой дозы скорость связывания кисло¬

рода белком должна уже определяться скоростью его поступления в рас¬

твор из газовой фазы. Предварительные подсчеты показали, что величины
этих скоростей имеют близкие значения. Так, количество поступившего
кислорода в 1 сек. из газовой фазы в раствор, рассчитанное по формуле
диффузионного потока (!>

7) , с учетом растворения кислорода в белковом
растворе (8 ) , в условиях опыта составляет 1,5 - 1014 атомов О в 1 сек, тогда
как скорости связывания 02, рассчитанные из экспериментальных данных,
составляют для мощности дозы 100 р/сек 1,4 - 1014 атомов О в 1 сек, а для
мощности дозы 200 р/сек 1,6 •1014 атомов О в 1 сек. Этим, по-видпмому, и
можно объяснить сохранение постоянства выхода связывания кислорода
при дозах выше 400 кр.

Связывание кислорода сухим белком в процессе облучения также рас¬

тет с увеличением дозы облучения и с уменьшением мощности дозы. Для
мощности дозы 100 р/сек были получены следующие данные: при дозах
540, 1620 и 2520 кр число связанных атомов О в одной молекуле белка со¬

ответственно равно 1,07; 1,96; 3,28.
Следует отметить, что (для сравнимых доз) величины связывания кис¬

лорода сухим белком имеют меньшие значения, чем соответствующие ве¬

личины связывания 02 для растворенного белка.
Для мощности дозы 370 р/сек поглощение кислорода сухим белком ха¬

рактеризуется значениями: при дозах 1000, 3000 и 5000 кр число связан¬

ных атомов О на 1 молекулу белка соответственно 1,12, 2,63, 3,54.
Выходы радиационно индуцированного связывания кислорода сухим

белком (рассчитанные аналогично выходу связывания 02 для растворенно¬

го белка) также зависят от распределения дозы во времени и имеют наи¬

большие значения для меньшей мощности дозы. Так, для мощности дозы
100 р/сек и дозы 540 кр G — 14,15, а для дозы 2520 кр G — 9,85. Выходы
связывания кислорода сухим белком при мощности дозы 370 р/сек сле¬

дующие: при дозах 1000, 3000 и 5000 кр выход связывания кислорода G
(в молекулах 02 на 100 эв ) соответственно 7,95, 6,25, 5,05.

Наблюдаемую зависимость связывания 02 сухим белком от мошностп
дозы также, по-видимому, можно объяснить ограниченной диффузией 02 в
облучаемый объект. На роль этого фактора при облучении сухих препара¬

тов белков указывалось в литературе ( 9, 10 ) . При расчете глубины проник¬

новения 02 в опытные твердые образцы белка, толщиной 1 мм, по форму¬

ле, указанной в ( 9) , нами было получено, что при мощности дозы 370 р сек
глубина проникновения кислорода равна 0,48 мм, а для мощности дозы
100 р/сек — 0,64 мм. Эти данные хорошо согласуются с расчетом диффу¬

зии 02 в сухой облучаемый препарат трипсина ( 9 ) .
Таким образом, из полученных данных следует, что прп действия иони¬

зирующего излучения на водные растворы и сухие препараты белка пропс-
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ходит связывание относительно малого количества 02. Количество связан¬

ного кислорода в изученных условиях не превышало 3,5 атомов О на мо¬

лекулу белка.
Институт биохимии им. А. Н. Баха Поступило
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