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Имеющиеся в настоящее время литературные данные свидетельствуют 
о способности цитохрома с взаимодействовать с искусственными фосфо­
липидными мембранами за счет электростатических (1~4) и неполярных 
(5, в) сил. Методы, применявшиеся в цитируемых работах, позволяют 
лишь косвенно судить о характере белково-липидных взаимодействий 
и электрохимических процессах, протекающих в мембранных структурах 
при окислении — восстановлении цитохрома с. В данной работе для ис­
следования взаимодействия липидов с цитохромом с применен метод из­
мерения поверхностного потенциала (п.п.) белковых, липидных и липо­
протеиновых монослоев, сформированных на границе раздела вода — 
воздух и изучено влияние окисления — восстановления белка на величину 
возникающего потенциала.

В работе использовали препарат цитохрома с фирмы «Biomed», выде­
ленный из сердца лошади. Концентрацию белка определяли спектрофо­
тометрически (’). Восстановленную форму цитохрома с получали добав­
лением к окисленному белку избытка аскорбата (1:5) с последующей 
1 ельфильтрацией через колонку, упакованную сефадексом G-25 и уравно­
вешенную 1 мЛ/ фосфатным буфером pH 7,0. Идентификацию форм белка 
проводили по спектру поглощения в интервале длин волн 400—600 нм. 
Использовавшаяся в работе фракция фосфолипидов была выделена из 
белого вещества головного мозга быка (8). Комплекс цитохрома с с фосфо­
липидами получали путем добавления белка к диспергированным в 1 мТИ 
фосфатном буфере pH 7,0 фосфолипидам с последующей экстракцией 
комплекса в изооктан (9).

Монослои формировали из гептанового раствора фосфолипидов с кон­
центрацией 0,5 мг/мл по методу Ленгмюра (10) на границе раздела вода — 
воздух. Площадь поверхности электролита составляла 450 см2, объем 
кюветы 3 л. П.п. на границе раздела электролит — монослой — воздух из­
меряли по методу вибрирующего конденсатора (и) на частоте 400 гц. 
Площадь золотого электрода 1 см2, расстояние электрода от поверхности 
электролита равно 1 мм. Измеряемый сигнал, усиленный электрометром, 
выделяли при помощи анализатора спектра С4-12 и после выпрямления 
регистрировали на самописце Н-37. За нуль отсчета принимался п.п. па 
чистой поверхности 1 мМ раствора NaCl.

Для изучения условий взаимодействия между цитохромом п липидами 
формировали монослоп различной структуры. В табл. 1 показаны схемы 
строения различных типов монослоев и основные результаты измерения 
п.п. на этих монослоях.

Монослой фосфолипидов при плотной упаковке (о=30 дин/см) имеет 
п.п. 260 мв. Для неплотного монослоя (о=10 дии/см) п.п. ниже и состав­
ляет всего 140 мв.

Цитохром с в водном растворе обладает выраженной поверхпостной 
активностью п адсорбируется на границе раздела фаз. При этом возникает 
п.п., зависящий от концентрации белка в субфазе, как показапо на рис. 1.
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Рис. 1. Зависимость величины п.п. 
от концентрации цитохрома в суб­
фазе; 7 - окисленный, 2 - восста­

новленный белок

При концентрации цитохрома в субфазе около 0,05 мкмол/л происходит 
заполнение поверхности раздела монослоем белка и кривая п.п. выходит 
на плато. Уровень плато различен для окисленного и восстановленного 
цитохрома с. Для окпслеппого — около 210 мв, для восстановленного 
280 мв. С увеличением концентрации цитохрома с в субфазе наблюдается 
возрастание п.п., что обусловлено полислойной адсорбцией белка, которой 
может способствовать известная склонность цитохрома с к полимериза­
ции (12).

На мбнослоях цитохрома с наблюдается положительный п.п., т. е. 
гидрофобная часть молекулы цитохрома, обращенная в сторону воздушной 

фазы, является положительной по отноше­
нию к гидрофильной части, обращенной 
в сторону водного раствора. Различие п.п. 
для окисленной и восстановленной форм 
белка указывает на изменение дипольного 
момента при окислении — восстановлении. 
Известно, что при таких процессах суще­
ственно изменяется третичная структура 
цитохрома с (7, 13).

Изменение п.п. при окислении или 
восстановлении белка вполне обратимо. 
Введение в водную фазу под монослой 
окисленного цитохрома с восстановите­
лей— аскорбата или NN-диметил-гё-фенп- 
лендиамина ■ (ДМФД) приводит к возра­
станию значений п.п. до уровня, соответ­
ствующего восстановленной форме белка 
(280 мв). Последующее добавление избыт­
ка ферроцианида вызывает возврат к ис­
ходному значению.

Адсорбция цитохрома с из раствора 
происходит не только на чистой поверхно­
сти раздела, но и на поверхности, покры­

той монослоем фосфолипидов. При введении под плотный фосфолипидный 
монослой (о=30 дин/см, п.п.=260 мв), сформированный на поверхности 
раздела, окисленного цитохрома с в количестве, необходимом для запол­
нения поверхности раздела монослоем, измеряемый п.п. равен сумме п.п., 
создаваемых раздельно монослоем липидов и белка (рис. 2а). Это свиде­
тельствует о том, что имеющая более положительный заряд часть молекул 
цитохрома с взаимодействует с гидрофильной частью молекул фосфолипи­
дов, заряженной отрицательно. На электростатический характер связи меж­
ду положительно заряженными участками молекул белка и отрицательно 
заряженными группами липидов указывает также резкое уменьшение зна­
чений п.п. при замене исходного раствора субфазы (1 mJ/ NaCl) на 
0,1 М NaCl. Известно, что при такой концентрации происходит полная де­
сорбция электростатически связанного с фосфолипидами цитохрома с (*).

Окисленный цитохром с, связанный с плотным монослоем липидов, 
может быть восстановлен аскорбатом и ДМФД. Причем эти восстанови­
тели вызывали одинаковое увеличение п.п. па 70 мв, т. е. до значений, 
соответствующих восстановленной форме белка. Одинаковое увеличение 
п.п., наблюдавшееся как при добавлении водорастворимого аскорбата, так 
и при добавлении жирорастворимого ДМФД, указывает на локализацию 
белка в гидрофильной области плотного монослоя фосфолипидов. Таким 
образом, цитохром с нс проникает в гидрофобную область плотного липид­
ного монослоя.

В том случае, если липидный монослой, сформированный на границе 
раздела, имел низкое поверхностное давление (о=10 дин/см, п.п.=140 мв), 
добавление окисленного цитохрома с в субфазу в количестве, необходимом
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для заполнения поверхности монослоем, вызывало рост п.п. до 420 мв 
(рис. 26). На локализацию части молекул цитохрома с в гидрофобной 
области неплотного липидного мопослоя указывает различная доступность 
белка для аскорбата, вызывавшего рост п.п. на 70 мв, и ДМФД, допол­
нительно увеличивавшего п.п. на 30 мв. В результате проникновения 
некоторого количества молекул цитохрома с в гидрофобную область ли-

Рис. 2. Динамика изменения величины п.п. монослоев на границе раздела электро­
лит — воздух, а — мопослой фосфолипидов (о=30 дпи/см) в присутствии цитохрома с, 
о — монослой фосфолипидов (о=10 дин/см) в присутствии цитохрома с, в — липо­

протеиновый монослой, сформированный из комплекса цитохром с — фосфолипид

пидного монослоя общее увеличение п.п. при восстановлении белка превы­
шало увеличение п.п. при восстановлении мономолекулярного слоя цито­
хрома. При этом общий скачок потенциала определялся суммой 
усредненного скачка потенциала на верхнем (граничащем с воздухом) 
липопротеиновом монослое и лежащем ниже монослое белка.

Таблица 1

п.п. Схема строения границы раздела фаз
Ориента­

ция 
-диполей

П.п. окисле- 
пия/восста- 

новлепия, мв

Действие

аскорбата, 
мв

ДМФД, 
мв

1
В. + 260 0 0э. LLLLLLLLLLLLLLLLL —
В. + 210/280 +70 + 70э. сссссссссссссссссс —

3
в. + 470/540 • +70 + 70э. LLLLLLLLLLLLLLLLL

ССССССССССССССССС (±)
В. + 420/520 + 70 + 1004 э. LLCCCLCLLLCCLLCCCLC

С СС С СС С С (±)
В. + 330/400 + 20 +70о э. LCLCLCLCLCLCLCLCLC —

Примета и и е. в,— воздух; э.— электролит; С — цитохром с; L — липид.
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Формирование липопротеиновых слоев, содержащих молекулы цито­
хрома с в гидрофобной области липидов, может быть осуществлено и при 
отсутствии белка в субфазе. В этом случае белково-липидный монослой 
формировали из изооктанового раствора липопротеинового комплекса, 
в котором молекулярное соотношение белок-липид определяется стехио­
метрической пропорцией и равно 1:20:30 (9). П.п. липопротеинового 
монослоя составлял 270 мв (рис. 2е). Для определения характера связи 
белка с фосфолипидом в липопротеиновом монослое была проведена заме­
на состава субфазы на 0,1 М NaCl. Это приводило к увеличению п.п. на 
65 мв, что обусловлено увеличением ионной силы раствора и согласуется 
с данными, полученными на фосфолипидном монослое (|4).

После замены субфазы на 0,1 М NaCl аскорбат вызывал увеличение 
п.п. на 20 мв, а ДМФД — дополнительно на 50 мв. Таким образом, цито­
хром с из липопротеинового монослоя полностью не десорбируется и в ос­
новном локализуется в гидрофобной области монослоя, на что указывает 
рост п.п. после добавления жирорастворимого восстановителя.

Результаты, полученные методом динамической емкости, свидетельст­
вуют о способности цитохрома с связываться с фосфолипидами за счет 
неполярного взаимодействия и проникать в монослой фосфолипидов при 
низком поверхностном давлении. Это хорошо согласуется с данными, 
полученными другими методами (5, 6). Следует заметить, что состоянию 
фосфолипидов в реальных мембранах, по-видимому, соответствует не 
вполне плотная упаковка липидов (15), и в связи с этим способность цито­
хрома проникать в гидрофобную область мембран может иметь определен­
ное значение в процессе их формирования. Существенно также, что 
окислительно-восстановительные реакции цитохрома с, встроенного в мем­
брану, сопровождаются значительным изменением поверхностного потен­
циала.

Днепропетровский хпмпко-техттологический Поступило
институт им. Ф. Э. Дзержинского 16 I 1975
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