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В последнее время все большее внимание исследователей привлекает 
проблема иммобилизованных ферментов (*, 2). В большинстве случаев им­
мобилизация белков осуществляется либо адсорбционным или ковалент­
ным связыванием с поверхностью носителя, либо включением в полимер­
ные гели. В работах ф;) подробно исследовались адсорбционные и ката­
литические свойства белков па поверхности аэросила, силикагелей, 
алюмогелей, сажи, а также на монослоях липидов, предварительно нане­
сенных на поверхности этих носителей. Полученные результаты позво­
лили авторам сделать определенные выводы о наличии конформационных, 
изменений белков при иммобилизации.

Однако лишь кинетический подход к исследованию свойств иммобили­
зованных ферментов, который наиболее часто используется при изучении 
этих систем, является необходимым, но далеко не достаточным для выяс­
нения механизма действия матрицы при иммобилизации. Применение 
физико-химических (в частности, спектральных) методов позволило бы 
получить дополнительную информацию о влиянии поверхности на белки.

В настоящей работе исследованы спектральные характеристики цито­
хрома с. адсорбированного на силохроме и на монослое лецитина, пред­
варительно нанесенного па поверхность силохрома. В качестве адсорбен­
та использовался силохром-120; лецитин получали из куриных яиц по 
методу (7). Липид наносился на поверхность силохрома из раствора 
хлороформа в количестве, соответствующем монослойпому заполнению 
(8). Цитохром с (Краков — Польша), очищали на сефадексе G-50. Для оп­
тических измерений образцы готовились адсорбцией цитохрома с из. 
0,05 М водных буферных растворов по методу (в). Спектры поглощения 
суспензий, состоящих из 10 мг носителя с адсорбированным цитохромом с 
и 1 мл буферного раствора, снимались на двухлучевом дифференциаль­
ном спектрофотометре ДСД 2. В кювету сравнения помещалась водная 
суспензия носителя. Спектры э.п.р. регистрировались на радиоспектромет­
ре ЭПР2 ИХФ при температурах 20° К. В э.п.р. измерениях исполь­
зовались образцы, содержащие 100 мг носителя.

На рис. 1 приведены спектры поглощения окисленного цитохрома с в 
растворе и адсорбированного па носителе. Спектры 7 и 7 соответствуют 
растворам цитохрома с в воде при pH 2,0 и 7,0. Изменение спектральных 
характеристик белка при понижении pH связано с переходом гемового 
Fe (III) из низкоеппнового в вьтсокосппновое состояние и объясняется 
отходом 6-го лиганда (мет-80) от железа. Спектр цитохрома с, адсорби­
рованного на силохроме при pH 7,0 (рис. 1, 5) отличаемся от соответст­
вующего спектра белка в растворе (рис. 1, 7) появлением плеча в облас­
ти 614 нм, появлением максимума при 495 нм и падением интенсивности 
полосы при 528 нм. Сопоставление спектров цитохрома с при pH 2,0 в 
растворе (рис. 1, 7) и адсорбированного на силохроме (рис. 1, 2) указы­
вает на наличие высокоспинового Fe(III) в иммобилизованном белке.
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Однако при сорбции белка соотношение между интенсивностями полос 
спектра изменяется. Это по-видимому, связано с конформационными из­
менениями белка при иммобилизации. Из зависимости спектральных ха­
рактеристик адсорбированного цитохрома с от pH среды следует, что уже 
при pH 5,0 (рис. 1, 5) почти весь белок находится в высокоспиновом со­
стоянии, тогда как в растворе изменение спинового состояния железа на­
блюдается лишь при pH, меньших 2,5. В интервале pH от 5 до 8 адсор­
бированный белок существует в двух спиновых состояниях, которые 
находятся в динамическом равновесии. Аналогичные результаты получа-

А, нм

Рис. 1 Рис. 2
Рис. 1. Спектры поглощения цитохрома с. 7, 7— растворы 4-10—3 М бел­
ка при pH 2 и 7 соответственно; 2, 3, 4, 5, 6 — спектры поглощения белка, 
адсорбированного на силохроме при pH 2, 5, 6, 7 и 8 соответственно
Рис, 2. Спектры поглощения цитохрома с, адсорбированного на моно­
слое лецитина, нанесенного па силохром. 1 — pH 5, 2 — pH 6. 3 — pH 7

ются при замене носителя силохром-120 на аэросилы различных марок. 
На рис. 2, 3 приведен спектр цитохрома с, адсорбированного из буферно­
го раствора при pH 7,0 на монослой лецитина. Этот спектр, как и в случае 
белка, иммобилизованного на силохроме, отличается от спектра цитохро­
ма с в растворе (рис. 1, 7) появлением дополнительного плеча в области 
610 нм и от спектра белка, адсорбированного на силохроме, тем, что пле­
чо выражено несколько слабее. Спектры цитохрома с, адсорбированного 
на монослое лецитина при pH 5,0 и 6,0 (рис. 2, 1, 2), отличаются от соот­
ветствующих спектров 3 и 4 (рис. 1) тем, что минимум при 585 нм не та­
кой глубокий. Во всех случаях добавление к адсорбированному феррици- 
тохрому с 100-кратного избытка аскорбата натрия приводило лишь к 
частичному восстановлению белка и не изменяло интенсивности полосы 
в области 610 нм. Этот факт подтверждает наличие на поверхности, по 
крайней мере, двух форм иммобилизованного цитохрома с, одна из кото­
рых (высокоспиновая) не восстанавливается аскорбатом.

В работе (“) было показано, что пероксидазная удельная активность 
адсорбированного цитохрома с зависит от степени заполнения поверхнс- 
сти. Поэтому представляло интерес исследовать, влияет ли степень за­
полнения поверхности носителя на соотношение между высокосниноеым 
и низкоспиновым состояниями адсорбированного цитохрома с.

На рис. 3 приведены спектры э.п.р. феррицитохрома с при темпера­
туре 20° К в растворе и адсорбированного на поверхности сел: трема и 
лецитина при pH 7,0. Спектр э.п.р. белка состоит из двух сигнал:?: :итнал 
э.п.р. с g-факторами 6,0 и 2,0 характерен для высокоспиновых феррпге- 
мов (и), сигнал со значениями g-факторов 3,1, 2,2 и 1.2 ' компонента с 
g 1,2 не показана на рис. 3) обусловлен низкоспиновым феррппитохро- 
мом (*2). Из спектров а, б и в, приведенных на рис. 3. следует, что при

621



адсорбции на поверхности значительно увеличивается доля высокоспино­
вого цитохрома с. При поверхностной концентрации цитохрома с 
10“7 мол/м2 отношение амплитуд компонент спектра при g-факторе 6,0 и 
при g-факторе 3,1 в случае адсорбции белка на силохроме и лецитине 
равны соответственно 1,45 и 1,6. При 5-кратпом уменьшении поверхност­
ной концентрации белка это отношение увеличивается для силохрома 
примерно в 4,5 раза, для лецитина — в 2 раза. В спектре э.п.р. цитохрома 
с, адсорбированного па поверхности лецитина, наблюдается появление

Рис. 3. Спектры э.п.р. цитохрома с при 
20° К. Мощность СВч равна 2 мвт/м, 
амплитуда модуляции 6 гс, Vcb4=9440. 
а—КС 3 М цитохрома с в растворе pH 7; 
б — цитохром с, адсорбированный на аэро­
силе (10~7 мол/м2) при pH 7; в — цито­
хром с, адсорбированный на монослое ле­

цитина (10 мол/м2) при pH 7

нового сигнала при g 4,3. Этот сигнал типичен для соединений, содержа­
щих высокоспиновое железо в ромбическом окружении (13). Он часто 
наблюдается при денатурации железо-серных белков, например нитроге­
назы (.*•). Однако в данном случае, ввиду прочности связи железа с ге­
мом. причина появления этого сигнала нс ясна и требует дополнительного 
исследования.

Полученные данные свидетельствуют о том, что иммобилизация цито­
хрома с оказывает значительное воздействие на состояние активного 
центра белка.
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