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В нашей предыдущей работе (*) было показано, что нативный белок 
ВТМ в водном растворе дает спектр оптической активности, характерный, 
как. правило, для белков в органических растворителях. Белок, максималь­
но денатурированный щелочью (в пределах выбранных условий опытов), 
дает спектр оптической активности, характерный для водных растворов 
белков. Спектры оптической активности белка ВТМ промежуточных сте­
пеней денатурации соответствуют мнимому переходу от органических раст­
ворителей к водным, хотя опыты проводились с водным раствором белка.

Подобно Харрисону и Блауту (2), изучавшим структуру апомиоглоби­
на, мы интерпретировали данный факт влиянием локального окружения 
пептидных связей а-спирали в белке ВТМ. Если все а-спиральпые участ­
ки (или их большая часть) локализованы внутри глобулы, то они находят­
ся в окружении, подобном органическому растворителю. При добавлении 
щелочи происходит разрыхление белковой глобулы, молекулы воды сов­
местно с ионами щелочи получают более свободный доступ к пептидным 
связям а-спирали, окружение пептидных связей становится менее гидро­
фобным, они приходят в контакт с водным раствором и таким образом по­
вышается локальная диэлектрическая постоянная окружения пептидных 
связей в макромолекуле.

Объектом данной работы выбран структурный белок вируса огуречной 
мозаики-3,4 (ВОМ3>4). ВОМ3,4 относится к группе палочковидных вирусов 
растений. Сведения о структуре ВОМ3>4 были получены в основном с по­
мощью рентгеноструктурного анализа (3). Морфологически ВОМ3,4 почти 
неотличим от ВТМ. Белковая субъединица ВОМ3 4 построена на основе 
единой полипептидной цепи, состоящей из 158 аминокислотных остатков. 
Молекулярный вес белковой субъединицы равен 19,0—21,5 тыс. дальтон.

Анализ аминокислотного состава, проведенный Птицыным и Скворцо­
вым (4), показывает, что как у белка ВТМ, так и у белка ВОМ3,4 количест­
ва полярных остатков недостаточно для заполнения всей поверхности бел­
ковой субъединицы, причем у белка ВОМ3,4 дефицит больше. В соответст­
вии с моделью строения глобулярных белков Талмуда и Бреслера (5) авто­
ры принимали, что белковые субъединицы имеют форму сфероида, состоя­
щего из внутреннего неполярного ядра и внешнего полярного слоя толщи­
ной 4 А. В действительности дефицит еще больше, так как субъединица 
вытянута. В водном растворе это обусловливает гидрофобный эффект, ко­
торый выражается в увеличении компактности третичной структуры бел­
ковых субъединиц и в их способности к спонтанной агрегации.

В препаратах белка ВОМ3,4 обнаружена сильно выраженная тенденция 
к реполимеризации. Реполимеризация белка ВОМ3,4 с образованием палоч­
ковидных частиц, морфологически сходных с интактным вирусом, имеет 
место при более высоких значениях pH, чем в случае ВТМ. Ре­
полимеризацию белка ВОМ3 4 можно обнаружить в диапазоне pH 6,5—8,5, 
в то время как белок ВТМ не способен реполимеризоваться при pH 7,5— 
7,7 С).
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Таблица 1

Результаты опытов по тепловой и щелочной денатурации белка ВОМз,4

Состояние 
белка ВОМз,4

Условия опыта

■Л 193 Л 225
Содержание 

а-спирали, %темпера­
тура, °C [КОН], м

время инкубации 
в данных условиях, 

мин.

1 10—40 60 880 —750 40
2 50—75 — 60 410 —560 29
3 20 0,5 30 0 —300 17
4 20 2,0 30 —250 —200 11

Белок ВОМ3,4 характеризуется меньшим по сравнению с белком ВТМ 
содержанием ароматических аминокислот. Если 0,1% раствору белка ВТМ 
соответствует оптическая плотность 1,3 при 280 мц, то раствору белка 
ВОМ3,4 такой же концентрации соответствует оптическая плотность 0,7. 
Это свойство белка ВОМ3,4 делает его очень удобным объектом для спектро­
поляриметрических исследований, так как интерпретация спектров опти­
ческой активности белков с высоким содержанием ароматических амино­
кислот может затрудняться вследствие дополнительных вкладов ориенти­
рованных в пространстве ароматических остатков.

Для получения белка ВОМ3,4 использовался метод деградации ВОМ3.4 
67% уксусной кислотой, предложенный в (7). Расчет концентрации белка 
производили, принимая, что Dw(t — 0,7 соответствует концентрации белка 
1,0 мг/мл. Спектрофотометрирование проводили на спектрофотометре 
«Hitachi 124» с использованием односантиметровых кювет. Исходным пре­
паратом (состояние 1) служил белок при 10°, растворенный в 0,001 
трис-НС1-буфере pH 8,6. Спектры оптической активности получали на 
спектрополяриметре «ORD-UV5-Jasco», применяя 1-сантиметровые квар­
цевые кюветы, в области X = 340—240 мц. Концентрация белка от 0,4 до 
0,8 мг/мл.

Для анализа спектров оптической активности использовали уравнение, 
предложенное Шехтером и Блаутом (8) для количественной оценки содер­
жания а-спирали в белках и синтетических полипептидах, являющихся 
смесью только а-спиральной и неупорядоченной конфигураций,

(1)

Численные значения параметров М193 и М225 этого уравнения связаны 
линейными зависимостями с долей а-спирали в белке, а также между со­
бой. Характер этих линейных зависимостей закономерно изменяется при 
различном выборе растворителя, даже когда есть уверенность, что поли­
пептид имеет структуру только одного типа (9). При описании дисперсии 
оптического вращения белков и синтетических полипептидов в водных 
растворах (Е > 30) уравнением (1) параметры А 19з и 4 22.5 связаны зависи­
мостью -4.225 == - 0,554 193 430 (прямая I на рис. 2). Для белков и синте­
тических полипептидов в органических растворителях (Е < 30) характер­
на зависимость 4.225 = -0,554 19з 280 (прямая II на рис. 2).

При данной длине волны монохроматического света приведенное сред­
нее вращение, приходящееся на элементарное звено полипептидной цепи 
в вакууме [/?'], находили из соотношения [7?'] = [а] /1,39 (10), где [а] — 
удельное вращение при данной длине волны [а] — а° / С-I, а° — угол пово­
рота плоскости поляризации света (град.), С — концентрация вещества 
в растворе (г/см3), Z —длина пути пучка света в растворе (дм). Константы
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Л193 и Л225 находили графически, преобразуя уравнение (1) к виду 
М2~^93\г р/1 4'93 \ _ л | л ^225

W J --- ?2------ _ Л193 + Л225 • -ЦТ—
\ А193 / Л193

Л1ЭЗ определяли как начальный отрезок, отсекаемый прямой зависимости 
^193 \ 

41^225 / ‘
[/?'] отф

Ч / ^93______
Константа Л225 есть тангенс угла наклона этой прямой. По величине па­
раметра Л193 — Л225, который как предполагается, не зависит от раствори­
теля (9), вычисляли процентное содержание а-спирали в белке ВОМ3,4 

/1193 —' /4 225 + 650

Рис. 1. Спектры оптической активности белка 
ВОМ3,4. Исходный препарат (состояние 1) и 

белок в 2 М КОН (состояние 4)

f 55,8

Расчеты по уравнению 
(1) проводили для длин волн , 
от 260 до 340 мн.

Различный выбор усло­
вий опыта позволил полу­
чить спектры оптической ак­
тивности белка ВОМз.4 в раз­
личных по степени денатура­
ции состояниях — от натив­
ной структуры до сильно де­
натурированной.

Для каждого исследован­
ного состояния из спектров 
оптической активности нами 
вычислены параметры Л193 
и Л225. Каждому денатурирующему воздействию соответствует определен­
ное состояние белка ВОМ3,4 (табл. 1), которое отмечено точкой па графике 
зависимости A22s от А193 (рис. 2).

Спектр нативного белка ВОМ3,4 (рис. 1) пе содержит эффект Коттона 
в области поглощения ароматических аминокислот. Нативный белок харак­
теризуется параметрами уравнения (1) Л193 = 880; Л225 = —750. На графи­
ке зависимости Л225 от Л193 эта точка ложится на прямую для белков и син­
тетических полипептидов в органических растворителях, хотя изучаемый

ВОМз,4 различной степени денатурации.
I — водные растворы, II — органические 

растворители

белок находился в воде. 
Воздействие сравнительно 

больших концентраций щелочи не 
вело к полному разупорядочепию 
структуры белка ВОМ3,4 (состоя­
ния 3, 4). Для денатурированного 
белка точки зависимости Л2;25 от 
Л193 лежат между прямыми для 
водных и органических раствори­
телей. Дальнейшее повышение 
концентрации щелочи от 2 до 
5 мол. не вызывало изменения 
спектра оптической активности 
(рис. 1).

Белок ВОМ3>4 в интервале тем­
ператур от 10 до 40° сохраняет оптическую активность, характерную для 
исходного состояния. При дальнейшем нагревании в интервале темпера­
тур 40—50° наблюдается скачкообразное изменение спектра оптической 
активности, связанное с падением а-спиральности (рис. 3). Дальнейшее 
прогревание раствора белка до 75° не приводило к изменению оптической 
активности белка ВОМ3,4 (состояние 2). Охлаждение раствора белка до 20° 
не восстанавливало исходного количества а-спирали.
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Рис, 3. Температурная зависимость содержа­
ния а-спирали в белке ВОМз.4

вероятной, если учесть 
ВТМ и ВОМ3,4 (4), где 
недостаточно даже для

Спектр оптической активно­
сти белка ВОМ3,4 имеет вид 
плавной кривой в исследован­
ной области 240—340 мц в от­
личие от спектра оптической 
активности белка ВТМ, где име­
ется небольшой эффект Котто­
на в районе 292,5 мц (“). При­
чиной этого эффекта являлась 
ориентация ароматических ами­
нокислот, которыми богат белок 
ВТМ. Отсутствие эффектов 
Коттона в области поглощения 

ароматических аминокислот у белка ВОМ3,4 можно объяснить не только 
этой причиной, но также низким по сравнению с белком ВТМ содержани­
ем ароматических аминокислот.

Тот факт, что белок ВОМ3,4 в водном растворе дает спектр оптической 
активности, характерный для белка в органическом растворителе, по ана­
логии с другими подобными результатами (*, 2) можно объяснить влияни­
ем локального окружения пептидных связей а-спирали в белке ВОМ3 4- 
Если все а-спиральные участки (или их большая часть), укрыты внутри 
глобулы, то онп находятся в окружении, подобном органическому раство­
рителю. Эта интерпретация становится еще более 
данные анализа аминокислотного состава белков 
показано, что полярных остатков в этих белках 
того, чтобы покрыть поверхность белковых глобул.

Уменьшение а-сниральности при щелочной денатурации (состояние 3) 
связано, по-видимому, с разрушением внешних участков а-спирали. Ядро 
белковой субъединицы остается хорошо изолированным от внешней среды, 
о чем говорит сходство оптической активности частично денатурированно­
го белка ВОМз,4 и белков в органических растворителях.

В более жестких условиях (состояние 4) ядро макромолекулы частич­
но разрушается, но остаток а-спирали остается не полностью доступным 
молекулам воды, что равносильно окружению пептидных связей со средней 
эффективной диэлектрической постоянной, промежуточной между диэлект­
рическими постоянными для воды и органических растворителей (на 
рис. 2 точка 4 располагается между прямыми 1 и Z7).

На изоляцию а-спиральных участков белка ВОМ34 указывают также вы­
сокие концентрации щелочи, необходимые для разрушения его структуры.

Увеличение температуры ведет к разрыхлению белковой глобулы с од­
новременным уменьшением доли а-спирали. Молекулы воды получают бо­
лее свободный доступ к пептидным связям а-спирали, окружение пептид­
ных связей становится менее гидрофобным (на рис. 2 точка 2 между пря­
мыми I и II). Узкий температурный интервал перехода из одного состоя­
ния в другое (рис. 3) свидетельствует о его кооперативной природе. 
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