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Церулоплазмины (ЦП) — группа медьсодержащих гликопротеидов, об­
ладающих оксидазной и ферроксидазной активностью и принимающих 
участие в транспорте меди в животном организме (*). У человека ЦП вхо­
дят в состав а2-глобулиновой фракции плазмы крови. Особый интерес к ЦП 
человека связан с дефицитом этого белка у большинства больных, стра­
дающих наследственной гепатолентикулярной дегенерацией (болезнью 
Вильсона — Кановалова), при которой наблюдаются глубокие нарушения 
обмена меди в организме. В предыдущих наших исследованиях (2) было 
найдено, что при этом заболевании изменена первичная структура ЦП. 
Возможно, что нарушение регулирования биосинтеза ЦП не является пер­
вичным эффектом мутации, а происходит вследствие мутационных изме­
нений структуры ЦП. В связи с этим особое значение приобретает изуче­
ние молекулярной структуры ЦП и, в частности,— четвертичной струк­
туры.

Литературные данные по этому вопросу (3) носят предварительный 
характер и базируются на недостаточно строго проведенных исследова­
ниях. Так, Пойлон и Бирн производили диссоциацию ЦП в условиях, при 
которых не исключена возможность гидролиза полипептидных цепей бел­
ка. При изучении четвертичной структуры авторы работали не с индиви­
дуальными фракциями ЦП, а с суммарными препаратами белка, хотя из­
вестно, что ЦП у человека представлен двумя молекулярными форма­
ми (4). Эти формы идентичны по каталитическому действию, но разли­
чаются по ряду физико-химических свойств, по аминокислотному составу 
и по набору пептидов. Наконец, во всех цитированных выше работах гид­
родинамические характеристики и молекулярные веса (мол. вес) субъ­
единиц были определены без учета полидисперсности и неидеальности 
растворов белка, как правило, при одной концентрации, что недопустимо, 
особенно при наличии конформационных изменений, сопровождающих 
диссоциацию. Измерения вязкости и дисперсии оптического вращения (5) 
ясно показывают, что после диссоциации ЦП существенно изменяется кон­
формация и свернутость полипептидных цепей в субъединицах белка'. 
Поэтому измеряемое на опыте снижение седиментационных коэффициен­
тов нельзя интерпретировать лишь как уменьшение мол. веса. Растворы 
ЦП после диссоциации нельзя также рассматривать как идеальные и го- 
модисперсные. При сукцинилировании, часто применяемом для индукции 
распада ЦП на субъединицы, значения кажущегося мол. веса Марр, опре­
деленные равновесными седиментационными методами, зависят от кон­
центрации белка, времени установления равновесия и отличаются более 
чем на 10% по измерениям у дна и у мениска методом Арчибальда (6).

Учитывая вышесказанное, мы производили исследования субъединич­
ного состава ЦП человека только на одной молекулярной форме, ЦП-1. 
Эта форма выходит первой при градиентной элюции К-фосфатным буфе­
ром, pH 6,8, на колонке с гидроксилапатитом (3,7 X 40 см) цельного ЦП, 
полученного по методу Бромана (7) из ретраплацентарной сыворотки кро­
ви человека. Белок подвергали диссоциации пятью различными способами 
(табл. 1). Седиментационные опыты проводили на аналитических ультра-
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Т а б л и ц а 1

Молекулярные характеристики при различных способах диссоциации церулоплазмина человека (ЦП-1)

Способы обработки белка
и характеристика растворов

Нативный в 0,1 М К-фосфат- 
ном буфере pH 6,8 г0,2 М 
КС1

Сукцшшлированпый (15 : 1) 
в 0,1 Л/ К-фосфатном буфере 
pH 6,8-1-0,02 .1/ КС1

В 0,05 М Na-боратпом буфере 
pH 12,3 (двое суток диа­
лиза)

Сукцинилироваппый (15 : 1) 
в 0,05 М Na-боратпом буфе­
ре pH 12,3 (двое суток диа­
лиза)

8 М мочевина в 0,1 М К-фос­
фатном буфере pH 6,8 | 0,02 М 
КС1 (четверо суток диализа)

Восстановленный меркаптоэта­
нолом в 6 М НС1-гуапидш1е; 
лиофильпо высушен и рас­
творен в 0,05 М Na-боратном 
буфере pH 12,3

Коэффициент 
седиментации 

s20, W’ 
ед. Сведберга

Коэффициент 
диффузии 

^20, w 
107 см2/сск

Моленуллрный вес

по формуле Сведберга
ио методу Арчибальда (у)

MS, 1) =. -(1 — рр)
^20, w
п2$,м

7,1 4,4 148 000 М„рр -- 151 000 + 5000

3.1
(с -0,7%)

— — 37ярр ж 50 000 80 000

3,8 4,6 70 000 1 /Марр - (1,12 ■ '0,44) • 10-с 
Mw - 89 000 -t 7000

3,3 3,0 93 000 1 /37арр — (1,21 %2,1) • 10~°с
Mw = 83 000 + 7000

3,0 — — 1/47арр = (1,18-)-0,15)-10 ис
Mw = 85 000 + 7000

3,6 4,0 76 000 1/Марр - (1,24+0,42).10-с
М,о — 81000 + 7000

Примечания

7И'рр Мпррсточп 6%мениск дно • /о

Сильная гетерогенность

= с точн 8%

Л"рр _ М'>РР с точн 8о/о

М"рр = Мпрр с точн. 8%

марр = Л/«РР с точн. 8%



центрифугах «Спинко», модель Е, или УЦА-6. Скоростная седиментация 
осуществлялась при 40 000— 60 000 об/мин и 20°. Седиментационные коэф­
фициенты s2o, w приводили к условиям воды обычным способом, а удельный 
парциальный объем принимали равным v = 0,713 см3/г (8). Мол. веса по 
методу Арчибальда определялись при скоростях вращения ротора 
5784—7928 об/мин и 20°. Для расчета использовали известное соотноше­
ние

И Г de!dr

(см. (’)). Марр измеряли при концентрациях раствора от 0,2 до 0,8%, 
строили концентрационную зависимость и в случаях не сильной гетероген­
ности экстраполяцией к с = 0 определяли Mw, ибо 1 / Марр = 1 / Мк + 2Вс, 
где В — второй вириальпый коэффициент, с — концентрация, а АД — сред­
невесовой мол. вес (10). Начальную концентрацию белка определяли каж­
дый раз в отдельном опыте с границеобразующей кюветой капиллярного 
типа. Одновременно в этом же опыте по уширению пика (п) определялся 
коэффициент диффузии: D = 1 / 4л1-1 / А2(Ц / Я)2, где Q и Я — площадь 
и высота пика, соответственно, А — коэффициент увеличения оптической 
системы, t — время. Коэффициент диффузии приводили к условиям воды: 
Я20, к = Р293/293 + Рт] / т]2о, и-

Из рассмотрения табл. 1, в которой приведены условия диссоциации и 
характеристика растворов белка, легко установить, что независимо от 
условий диссоциации, которые были весьма разнообразны, мол. вес субъ­
единиц оставался в пределах 70 000 — 93 000. Таким образом, в любом слу­
чае исходный ЦП-1 распадался только до иолумолекул.

Распад молекулы ЦП на 2 субъединицы под действием сукципангид- 
рида и щелочи согласуется с результатами работы Поплона и Бирна (3). 
Исследуя восстановленный [З-меркаптоэтанолом и амипоэтилированный 
в 8 М мочевине ЦП, Симонс и Бирн (3) получили после гель-фпльтрацпп 
на сефадексе Г-200, а также при хроматографии на биогеле Р-150 пли 
электрофорезе в полиакриламидном геле несколько отличающихся по под­
вижности фракций, которые после растворения в 20% уксусной кислоте 
анализировались в ультрацентрифуге по методу Юфантпса (,2). Для двух 
близких фракций |3' и р", полипептидные цепи которых па N-конце содер­
жали лизин, авторы нашли мол. вес. 58 900 ± 5900, а для фракции а с N- 
концевым валином 15 900+600, соответственно. Симонс и Бирн предложили 
модель четвертичной структуры ЦП человека в виде тетрамера а2р'Р". 
Чтобы удовлетворить экспериментальным данным по диссоциации ЦП па 
две субмОлекулы при сукцинилироваиии, действии щелочи, 8 М мочевины 
и 6 М НСГгуапидпна, а также данным по половинному в сравпенпп с мак­
симумом содержанию пептидов в триптических гидролизатах цп ( 13), еле-- 
довало считать, что к каждой Р-цепп с помощью S—S-связи присоединена 
a-цепь и эти практически идентичные пары «р удерживаются уже с по­
мощью нековалетттных взаимодействий. Объяснить же, почему при N-koh- 
цевом анализе определяется равное количество валина (N-конец а-цепей) 
и лизина (N-конец P-цепей), по 1 молю на 1 моль исходного ЦП (14), мож­
но лишь весьма искусственным путем, считая, что в одной полумоле­
куле a-цепь соединяется своим С-концом с N-копцом Р-цепп, а в другой 
полумолекуле, напротив, N-конец a-цепи соединен с С-концом р-цепп, при 
этом N-концы цепей в месте соединения по неизвестным причинам не 
определяются. Но даже если отвлечься от этой трудности и принять мо­
дель Симонса и Бирна, то при диссоциации восстановленного р-меркапто- 
этанолом ЦП в 6 М HCl-гуапидине после диализа белка против 0,05 М 
щелочного буфера pH 12,3, где агрегация невозможна (см. последнюю 
строчку табл. 1), мы должны были бы получить в растворе набор а и р-це- 
пей, который давал бы, принимая во внимание значения их мол. весов, 
средневесовой мол. вес Mw = 50 000 (максимальная оценка). По нашим 
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же данным, Mw = 81 000+7000, что решительно опровергает температур­
ную модель а2₽'₽" по Симонсу и Бирну.

Пусть все же ЦП состоит из 4 субъединиц: двух больших и двух малых 
с мол. весами М и ц соответственно. Возникает вопрос: каков может быть 
верхний предел мол. веса малых субъединиц, который невозможно заре­
гистрировать методом Арчибальда при полученной в нашей работе степени 
точности + 7000?

Молекулярный вес исходной молекулы ЦП составим так: Л/цп = 2Л/ + 
+ 2ц. Средневесовой мол. вес этой системы равен: Mw = 2М2 / Л7ЦП + 2ц2 / 
/ Л/цп- Выразим величину М — Mw как функцию ц:

М - Мт = —4 / Мцп (ц - Мцп / 8)2 + ТИцп / 46.
Тогда максимально возможный вес малой субъединицы находится из 
условия М — Мт = ЛМ,КС.

Следовательно,
Цтах = У Л/цп / 4(ДЛ/экс — Л/цп / 16) + Л/ЦП / 8.

При ДЛГэкс = 7000 и Л/цп = 160 000 Цтах = 9000. Максимальная весовая 
доля гипотетических малых субъединиц составляет 11,3%. Их можно было 
бы «увидеть», произведя опыт с большой концентрацией белка и регистри­
руя процесс седиментации с помощью весьма чувствительной методики 
ультрафиолетового поглощения. Подобный опыт при концентрации белка 
0,8% был нами произведен и не обнаружил каких-либо медленно седимен­
тирующих компонентов для восстановленного и карбоксиметилированного 
в 6 М HCl-гуанидине ЦП-1, диализированного против 0,05 М Na-боратного 
буфера pH 12,3.

Таким образом, можно констатировать, что молекула нативного ЦП че­
ловека содержит только 2 субъединицы близкого мол. веса.

Такой же результат был получен для ЦП свиньи (15), однако субъеди­
ницы ЦП свиньи абсолютно идентичны друг другу и на N-конце содержат 
тирозин, а на С-конце — серин. В случае ЦП человека N-концевые амино­
кислотные остатки не одинаковы (валин и лизин), что свидетельствует 
о наличии двух типов субъединиц, хотя и находящихся в равном количе­
ственном соотношении (14). Поскольку при анализе пептидных карт трип­
тического гидролизата восстановленного и карбоксиметилированного ЦП-1 
выявляется только 60—65 пептидов (1S) при 120 остатках лизина и арги­
нина, по которым происходит триптический гидролиз, необходимо допус­
тить в качестве наиболее вероятного вывода, что имеющиеся в молекуле 
ЦП-1 человека две субъединицы отличаются лишь небольшим участком 
полипептидной последовательности у N-конца.
Институт экспериментальной медицины Поступило
Академии медицинских наук СССР 24 IV 1972
Институт цитологии 
Академии наук СССР 
Ленинград

ЦИТИРОВАННАЯ ЛИТЕРАТУРА
1 I. Н. S с h е i п Ь е г g, In: The Biochemistry of Copper, N. Y.— London, 1966, p. 513; 

L. Broman, In: Molecular Basis of Some Aspects of Mental Activity, 2, N. Y.— Lon­
don, 1966. 2 С. A. H e й ф a x, И. M. В а с и л e ц, M. M. Ш а в л о в с к и й, Молек. биол., 
5, 917 (1971). 3 М. D. Poulik, Nature, 194, 842 (1962); М. D. Poulik, Ann. N. Y.
Acad. Sci., 151, 476 (1968); W. N. Poillon, A. G. Bearn, Biochim. et biophys. acta, 
127, 407 (1966); K. Simons, A. G. В e a r n, Biochim. et biophys. acta, 175, 260 (1969). 
4 R. Richterich, A. Temperli, H. Aebi, Biochim. et biophys. acta, 56, 240- 
(1962); H. F. Deutsch, G. B. Fisher, J. Biol. Chem., 239, 3325 (1964). 5 K. A.
Мошков, И. M. В а с и л e ц, В. П. К у ш н e p, Молек. биол., 6, 52 (1972). 6 И. М.
Василец, К. А. М о ш к о в, В. П. К у ш н е р, Молек. биол., 6, 246 (1972). 7 L. В г о-
m a n, Acta Soc. med. upsaliensis, 69, Suppl. 7, 78 (1964). 8 С. В. Kasper, H. F.
Deutch, J. Biol. Chem., 238, 2325 (1963). 9 В. О. Шпикитер, В кн.: Современ­
ные методы в биохимии, 1, Медицина, М., 1964. 10 Н. Fujita, Н. I n a g a n i et
al., J. Phys. Chem., 66, 4 (1962). 11 K. Kawahara, Biochemistry, 8, 2551 (1969).
12 D. A. Yphantis, Biochemistry, 3, 297 (1964). 13 M. M. Павловский,
И. M. В а с и л e ц, Биохимия, 35, 1031 (1970). 14 Л. А. К о н н о в а, М. М. Ш а в л о в-
ский, И. М. Василец, Биохимия, 34, 1008 (1969). 15 Н. Mukas a, S. Kajiya-
m a et al., Biochim. et biophys. acta, 168, 132 (1968).

732


