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КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЕ СОПОЛИМЕРОВ
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С СЫВОРОТОЧНЫМ АЛЬБУМИНОМ

Рис. 1. Кипстика кватерпизации П-4ВП 
бромистым цетилом в нитрометане (7) 
и в метаноле (2). Концентрация П-4ВП- 
•10“2 моль/л, десятикратный избыток 

бромистого цетила, 60°

Сополимеры 4-винилпиридина с N-алкилироваппым 4-винилпиридином, 
обычно получаемые путем кватернизации поли-4-винилпиридина (П-4ВП) 
соответствующими галоидалкилами — перспективный класс полиэлектро­
литов, в которых электростатические взаимодействия заряженных групп 
в водной среде могут сочетаться с неполярными взаимодействиями алкиль­
ных фрагментов. Отсюда их способ­
ность к образованию полимыл (*~2), 
в тех случаях, когда N-алкильпая 
группа представляет собой достаточ­
но длинную углеводородную цепочку. 
В разбавленных водных растворах 
при достижении некоторых критиче­
ских содержаний N-алкилированных 
звеньев такие сополимеры претерпе­
вают кооперативный конформацион­
ный переход, сопровождающийся по­
вышением компактности (снижением 
гидродинамических размеров) макро­
молекул (3_6).

Важпый аспект изучения кватер- 
низованных поливинилпиридинов 
связан с их потенциальной способ­
ностью образовывать комплексы с 
белками, которую можно предпола­
гать на основе имеющейся в литера­
туре информации о кооперативном 
связывании полиэлектролитов.

Руководствуясь последним соображением, мы изучили взаимодействие 
сополимеров 4-винилпиридипа и 4-винил-1\щетилпиридинийбромида с 
бычьим сывороточным альбумином (БСА). Сополимеры получили кватер- 
низацией П-4ВП бромистым цетилом в нитрометане (СП-1) и в метаноле 
(СП-2). Реакцию вели в запаянных ампулах под аргоном. В обоих слу­
чаях использовалась фракция П-4ВП с 7Ип=105. Синтез и фракционирова­
ние П-4ВП проводили согласно- (6, ’).

На рис. 1 приведены кинетические кривые кватернизации П-4ВП в 
среде нитрометана и метанола. Среднюю степень алкилированияр (±0,5%) 
определяли элементным анализом па содержание брома и азота, а также 
методом и.-к. спектроскопии по соотношению оптических плотностей полос 
незаряжеппых (1600 см-1) и заряженных (1640 см-1) пиридиновых звень­
ев. Во всех случаях были получены удовлетворительно совпадающие ре­
зультаты.

На рис. 2 приведены зависимости характеристической вязкости и кон­
стант седимептации (50) сополимеров в водных растворах от (3. Вяз­
кость растворов сополимеров определяли в вискозиметре Убеллоде при 
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25±0,05°. В качестве растворителя был использован раствор 0,2 N NaCl 
в 0,5% СНзСООН, pH 4,3. Время истечения растворителя составляло 
120±0,1 сек. Седиментационные измерения проводили на аналитической 
ультрацентрифуге «Спинко-Е» при 25,0±0,1°. Градиент показателя пре­
ломления регистрировали с помощью оптической схемы Фильпота — Свен­
сона с фазовой пластинкой. Скорость вращения ротора составляла 
56 000 об/мин. Численный расчет коэффициентов седиментации (5С) про­
водили по методике (8~э). Из рис. 2 видно, что в обоих случаях в некото­
ром интервале, в соответствии с литературными данными, наблюдается 
уменьшение характеристической вязкости (4), которому сопутствует воз-

Рис. 2. Зависимость [ц] (а) и So (б) от £ для СП-1 (7) и СП-2 
(2). Растворитель 0,5% СН3СООН+0,2 N NaCl, pH 4,3, 25°

растание So. Примечательно, однако, что СП-1 и СП-2 претерпевают кон­
формационный переход при несколько различных [1. Последний результат 
можно объяснить различным композиционным распределением N-алкили- 
рованпых звеньев в СП-1 и СП-2. Это предположение представляется 
весьма вероятным в свете известных данных (10) по хлорированию поли­
этилена в растворе, где в зависимости от степени межмолекулярной ассо­
циации полиэтилена было установлено сильное различие в распределении 
хлорированных звеньев в частично превращенных продуктах. В нашем 
случае метанол является лучшим растворителем как для исходного поли­
мера, так и для продукта частичной кватернизации. Поэтому естественно 
ожидать, что СП-2 обладает меньшей композиционной неоднородностью, 
чем СП-1.

Различия между системами СП-1 и СП-2 критическим образом выяви­
лись при изучении их взаимодействия с альбумином в водных растворах.

Взаимодействие СП-1 и СП-2 и БСА исследовали методом скоростной 
седиментации. Седиментационные опыты проводились со свежеприготов­
ленными смесями. БСА (фирмы «Ciech» Польша) предварительно был оха­
рактеризован методами седиментации и дисперсии оптического вращения. 
Полученные характеристики хорошо совпали с литературными дан­
ными (и).

На рис. 3 приведены седиментограммы для смесей СП-1 + белок (а) 
и СП-2 + белок (б). Как следует из этого рисунка, растворы, содержащие 
сополимеры и белок, в выбранных молярных соотношениях характеризу­
ются бимодальными распределениями седиментирующих компонентов. 
Сравнение значений коэффициентов седиментации соответствующих пи­
кам I и II смеси и компонентов в отдельности (<S/ белка, СП-1 и СП-2 в 
аналогичных условиях соответственно равны: 4,2 св, 1,22 св, 1,24 св) по­
казывает, что как в растворе СП-1, так и в растворе СП-2 происходит
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практически полное связывание белка сополимерами: на седиментограм- 
мах отсутствует пик, характеризуемый коэффициентом седиментации 
4,2 св. Быстро седиментирующее вещество (в обоих случаях пик II) пред­
ставляет собой комплекс СП-1 + белок (5С=3,2 св) или СП-2 + белок 
(£с=3,05 св). Значение Sc медленно седиментирующего вещества (пик I) 
в системе СП-2 + белок равно 1,24 св, т. е. соответствует не вступившему 
в реакцию свободному сополимеру СП-2. Таким образом комплексообразо­
вание при выбранном соотношении компонентов сопровождается наруше­
нием равномерного распределения белковых глобул между сорбирующими

Рис. 3. Седиментационные диаграммы для смесей СП-1+БСА (а) и СП-2 + 
+ БСА (о). Растворитель 0,5% СНзСООН, pH 4,3, 25°, соотношение
компонентов эквимолекулярное (в расчете на макромолекулы), время цен­
трифугирования 70 мин. de/dx - градиент концентрации, х - расстояние 

от центра вращения ротора в произвольных единицах
Рис. 4. Седиментационные диаграммы: а — для смеси П-4ВП+СП-2, соот­
ношение компонентов эквимолекулярное (в расчете на макромолекулы): 
б — для смеси П-4ВП+СП-2+БСА, соотношение компонентов в расчете на 
макромолекулы 1:1:2. Остальные обозначения те же, что и для рис. 3

зующее пик I для системы СП-1 + белок, в отличие от предыдущего слу­
чая, не совпадает с 5С свободного СП-1: оно равно 0,4 св и может соответ­
ствовать только какому-то иному комплексу белка с другим полимерным 
компонентом, присутствующим в системе. Следовательно, СП-1 в отличие 
от СП-2 при взаимодействии с белком образует два типа комплексов, при­
чем один из них имеет практически тот же коэффициент седиментации, 
что и комплекс, образовавшийся в системе, СП-2 + белок.

Проведенные нами независимые исследования показали, что некватер- 
низованный П-4ВП образует комплекс с сывороточным альбумином в ана­
логичных условиях. Коэффициент седиментации этого комплекса при 
pH 4,3 составляет 0,38 св, т. е. в пределах ошибки измерения совпадает 
с коэффициентом седиментации, характеризующим пик I в системе 
СП-1 + белок.

На рис. 4 приведена седиментограмма заведомо приготовленной смеси 
П-4ВП и СП-2 (а). Из рисунка видно, что П-4ВП и СП-2 седиментируют 
вместе (Sc П-4ВП и СП-2 равны: 1 св и 1,24 св, соответственно) . При 
добавлении белка к указанной смеси (рис. 4, б) на седиментограмме появ­
ляются два пика. Относительно быстро седиментирующее вещество 
(пик II) имеет значение коэффициента седиментации, близкое к значению 
5С комплекса СП-2+белок, равное 3,4 св, а пик I соответствует П-4ВП 
(5с=0,98 св). Следовательно, сывороточный альбумин в смеси сополимера 
и гомополимера в первую очередь комплексует с сополимером и таким
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путем фракционирует смесь П-4ВП + СП-2, выделяя из нее кватернизовап- 
ные макромолекулы (соотношение компонентов в данном случае специаль­
но выбрано так, чтобы введенного белка не хватило для связывания с не- 
кватернизоваппым П-4ВП). На основании этих данных можно предполо­
жить, что пик I на седимептограмме системы СП-1 + белок также соответ­
ствует комплексу альбумина с практически некватернизовапной фракцией 
П-4ВП, которой нет в СП-2 и присутствие которой в СП-1 обусловлено тем, 
что синтез СП-1 (кватернизация) проводился в мпкрогетерогенной си­
стеме (нитрометан).

Таким образом, предполагавшееся различие в композиционном распре­
делении сополимеров при одном и том же среднем составе, обусловленное 
различной химической предысторией сополимеров, отчетливо выявилось 
при образовании комплексов с альбумином. Оказалось, что комплексы аль­
бумина с сополимером, содержащим небольшое количество длинных гид­
рофобных фрагментов, которые, по-видимому, играют роль в связывании 
белковых глобул, значительно прочнее, чем комплексы белка с чистым 
П-4ВП.

Полученный результат представляет определенный интерес в плане 
выявления композиционной неоднородности синтетических водораствори­
мых полимеров сложного состава путем их комплексообразования с бел­
ками. Важнее, однако, рассматривать этот результат в плане постановки 
задачи изучения конкретных механизмов кооперативного связывания бел­
ков синтетическими поногенпыми сополимерами с целью иммобилизации 
ферментов, стабилизации или разрушения их третичной структуры, спе­
цифической сорбции белков па поверхностях, выяснения механизмов фи­
зиологической активности синтетических полиэлектролитов и т. д.
Московский государственный университет Поступило
им. М. В. Ломоносова 9 VI 1975
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