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Параметры вторичной структуры молекулы ДНК зависят от природы 
ДНК, ионного состава и относительной влажности препарата (1_4). Одна­
ко при относительной влажности 5=95% и в водно-солевых растворах мо­
лекула ДНК принимает В-форму. Вариация температуры (или pH) рас­
твора может вызвать конформационный переход в молекуле ДНК, связан­
ный с разрушением ее вторичной структуры (5). Сведения о природе сил, 
стабилизирующих структуру молекулы ДНК, можно также получить ис­
следованием конформационных превращений, вызванных различными рас­
творителями.

В работе (6) изучалось влияние спирто-водных растворителей на моле­
кулярную структуру ДНК. Основным выводом является обратимость де­
натурирующего действия спирта на ДНК. Подробно исследованы спектры 
кругового дихроизма Na-ДНК тимуса теленка в смешанных растворителях 
(7). Из сопоставления с данными работы (8) показано, что в смеси, содер­
жащей ~80% этанола и 5 • 10“4 М NaCl, молекула ДНК принимает А-фор- 
му. В данной работе изучалось влияние водно-этанольных растворителей 
различной ионной силы на конформацию молекулы ДНК методами дина­
мического двойного лучепреломления и вязкости, что позволит получить 
информацию о вторичной и третичной структурах молекулы ДНК.

Использована Na-ДНК из тимуса теленка с молекулярным весом (м.в.) 
28-10е дальтон, определенным по ее характеристической вязкости в 0,15 М 
NaCl. Каждую систему получали смешением водно-солевого раствора ДНК 
и спирта, содержащих одинаковое количество ионов Na+. Концентрацию 
Сднк определяли по поглощению раствора при X 270 и 290 мр, после его 
гидролиза с 6% НСЮ4 с учетом особенностей изучаемой системы. Иссле­
довали лишь те растворы, для которых атомный коэффициент поглощения 
Ежо (р) соответствовал нативному состоянию ДНК. Относительную вяз­
кость раствора (т|г) при разных градиентах скорости потока (G) изучали 
на модифицированном вискозиметре Зимма и Кротзерса. Для каждой си­
стемы определяли характеристическую вязкость

сднк—0
Величину двойного лучепреломления Ди измеряли на установке с эл­

липтическим компенсатором и фотоэлектрической фиксацией. Во всех 
изученных растворах величина Ди отрицательна и в использованном ин­
тервале градиентов скорости пропорциональна G. Вычислены динамоопти- 
ческие постоянные

[и1=Ит(Ди/^ц0Сднк).
G—>0

сДНК->0

Здесь г)о — вязкость растворителя. Известно, что отношение [и]/[ц] про­

468



порционально разности поляризуемостей макромолекулы в растворе 
(^1—72)> которая может быть обусловлена как собственной оптической ани­
зотропией макромолекулы ("ft—72)1, так и индуцированной электрическим 
полем световой волны (71—72)4. Многочисленные исследования показали, 
что у молекулы ДНК в водно-солевых растворах значение (71—72)1 пре­
небрежимо мало в сравнении с (71—72)4. Это вытекает из отсутствия кон­
центрационной зависимости величины [Аге/^ц0(цг—1) ]G_0 и совпадения ее 
с [га]/[ц] [’]. Такая закономерность соблюдается и в спирто-водных рас­
творах ДНК. У линейных макромолекул (71—72)1 определяется разностью 
поляризуемостей мономерного остатка (ай—а±) в параллельном и перпен­
дикулярном направлениях к цепи и ее термодинамической жесткостью.

Рис. 1. Зависимость [ц] (а) и [га]/[т]] (б) от объемной концентрации этанола в раз­
личных ионных силах. 1 — 4-Ю-4, 2 — 1-10-3, 3 — 4-10-3, 4 — 5 — 1 • 10_ 1 М NaCl

Отсюда следует, что величина (71—72), связана со вторичной структурой 
молекулы ДНК.

Зависимость [ц] от процентного содержания этанола при разных ион­
ных силах у изображена на рис. 1. Кривые показывают, что до объемной 
концентрации этилового спирта, равной 20%, [ц] ДНК сохраняет постоян­
ное значение. При 20% этанола в смеси величина [ц] кооперативно 
уменьшается и тем больше, чем меньше ц. При дальнейшем добавлении 
этанола вновь обнаруживается область постоянства [ц], после которой 
возникает постепенное падение [ц]. Заметим, что при концентрации эта­
нола ^50% наблюдается частичное осаждение ДНК. Это может привести 
к заниженным значениям [ т| ], так как в первую очередь будут осаждаться 
высокомолекулярные фракции ДНК. Поведение величины [ц] в области 
0^Сэт^70% связано лишь с изменениями в третичной структуре молеку­
лы ДНК. Об этом свидетельствует постоянство величины [«]/[ц] в ука­
занном интервале концентраций этанола при фиксированном значении у 
(рис. 1). Возможное фракционирование ДНК, в случае ее частичного осаж­
дения, не отразится на величине [п]/[ц], так как зависимость [п]/[тД 
от м.в. для ДНК наблюдается при м.в. <2-106 дальтон. В наших опытах, 
при наибольшем осаждении ДНК, ее м.в. (28-106) изменялся не более чем 
в два раза. Об этом можно было судить по вязкости отдиализованного от 
этанола раствора ДНК при известных у и СДНк. При Сэт=75 и 80% и 
у=10"3, величина [га]/[т]] претерпевает трехкратное уменьшение 
(рис. 1).

Можно убедиться, что изменение величин [ц] и [п]/[т]1 связано с по­
ведением спирто-водного растворителя, физические свойства которого об­
ладают сложной зависимостью от концентрации спирта (10~13); предпола-

469



гается, что при небольших концентрациях спирта его молекулы внедря­
ются в рыхлую структуру воды, не нарушая ее пространственной струк­
туры. В случае этанола такая ситуация имеет место до Сэт—20% 
(~7 мол. %). Увеличение концентрации спирта уже не позволяет его моле­
кулам разместиться в междоузлиях воды, и упорядоченная пространст­
венная структура воды нарушается. При этом возникают экстремумы физи­
ческих свойств спирто-водной смеси: положения максимума и.-к. спектра 
поглощения воды, интенсивности изотропного рассеяния света, теплоем­
кости и др.

Сопоставление поведения молекулы ДНК и водно-этанольной смеси по­
казывает, что начало структурного перехода в растворителе вызывает ко­
оперативное уменьшение [ц], связанное с изменением третичной структу­
ры макромолекулы. Можно предположить, что уменьшение этого эффекта 
при возрастании ц обусловлено влиянием ионов на структуру воды. Так, 
например, при ц=0,1 М расстояние между одно-одновалентными ионами 
равно 20 А, что указывает на нарушение пространственной структуры 
воды. Последующее постоянство [ц] (до 30% этанола) можно сопоставить 
с данными по исследованию и.-к. спектров поглощения воды при разных 
концентрациях этанола (13). В этой области добавление этанола не вызы­
вает смещения полосы поглощения воды, которое наблюдалось при его 
меньших концентрациях. Предполагается, что в развивающихся спирто­
водных ассоциатах структура воды не изменяется. С этим может быть свя­
зана неизменность параметров молекулы ДНК. Можно думать, что при 
дальнейшем увеличении концентрации этанола структура воды уже суще­
ственно разрушена. При этом добавление спирта приводит к монотонному 
падению [ц]. Заметим, что при Сэт>50% кривые рис. 1 уже не отражают 
зависимости [ц] от С:„ вследствие частичного осаждения ДНК.

Известно, что размеры молекулы ДНК в основном определяются элек­
тростатическими взаимодействиями между ее фосфатными группами. 
Можно предположить, что кооперативное изменение этих взаимодействий 
связано с экстремальным значением подвижности ионов Na+, наблюдае­
мым при ~20% этанола (14). Такое предположение позволяет понять по­
ведение [г]] при больших ц. Однако зависимость [п]/[ц] от Сэт заставляет 
предположить, что изменение подвижности ионов с концентрацией этанола 
не влияет на ближние электростатические взаимодействия в цепи ДНК. 
Кривые рис. 1 показывают, что этанол не изменяет характера зависимос­
ти [га]/[ц] от ц. Как и в случае водно-солевых растворов ДНК, возраста­
ние абсолютного значения [п]/[ц] при уменьшении ц наблюдается только 
в области малых ионных сил и обусловлено изменением термодинамиче­
ской жесткости цепи, зависящей от ближних электростатических взаимо­
действий в цепи (1S). Наблюдаемое изменение [и]/[т]] при (7ЭТ=75 и 80%, 
свидетельствует о конформационном переходе во вторичной структуре мо­
лекулы ДНК. При указанных концентрациях этанола в растворителе обра­
зуются комплексы С2Н5ОН...Н ОН...ОН С2Н5 с обнаженными гидрофобны­
ми группами (13). Это должно привести к ослаблению гидрофобных стэ- 
кинг-взаимодействий и возможному переходу молекулы ДНК в А-форму, 
в которой эти взаимодействия играют меньшую роль. Действительно, в 
аналогичных условиях спектр к.д. ДНК имеет вид, характерный для ДНК 
в А-форме (’).

Чтобы выяснить, соответствует ли уменьшение [п]/[ц ] В-*А-перехо- 
ду, мы оценили (щ—а±)А для молекулы ДНК в A-форме. Оценка показала, 
что, учитывая лишь уменьшение (щ—а±) при В->A-переходе, нельзя ском­
пенсировать наблюдаемого изменения [м]/[г]]. Чтобы удовлетворить экс­
периментальному значению [гг]/[т|], необходимо предположить, что в 
A-форме молекула ДНК обладает большей гибкостью. Возможно, однако, 
что некоторую роль в уменьшении [п]/[т| ] играет более высокое значение 
■ЕзвоОД — 7100, полученное для этих растворов ((731=70 и 80%, ц=10_3Л7). 
Трудно сказать, является ли приведенное значение £2ео(р) признаком



частичной денатурации ДНК. Многочисленные опыты показали, что в тех 
случаях, когда этанол вызывал денатурацию ДНК, она была строго коопе- 
ративна в согласии с данными других авторов (6).

Таким образом, наше исследование показывает, что третичная и вто­
ричная структуры молекулы ДНК зависят не только от состава, но и от 
структуры растворителя.
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