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КЛАСТЕРИЗАЦИЯ БЕЛКОВЫХ МОЛЕКУЛ 
В ВОДНО-СОЛЕВЫХ РАСТВОРАХ ЛИЗОЦИМА

Методом электронного парамагнитного резонанса показано, что среднее расстояние между спин-
мечеными молекулами лизоцима (35 мг/мл) немонотонно и обратимо изменяется в зависимости от 
концентраций NaCl в диапазоне от 0 до 3 моль/л параллельно с изменениями гетерогенности раство-
ра. Полученные результаты интерпретируются на основе представления о непрерывных закрити-
ческих фазовых переходах и формировании различных типов белковых кластеров. 
Ключевые слова: дипольное взаимодействие спин-меток, кластеры белка, фазовая диаграмма

ВВЕДЕНИЕ

В последние годы в связи с развитием пре-
цизионных структурных методов исследования 
сложных микрогетерогенных биологических 
дисперсий все большее внимание уделяется про-
блеме возникновения в растворах глобулярных 
белков надмолекулярных структур – белковых 
кластеров различного типа. К ним относятся 
перманентные кластеры белковых макромоле-
кул – олигомеры [31], динамические [25] и ме-
зоскопические кластеры размерами в десятки 
и сотни нанометров [15], [24], [33], кинетические 
агрегаты размером в сотни и более нанометров 
[12], а также плотные жидкие фазы микроскопи-
ческих размеров с концентрацией белка, на по-
рядок большей, чем средняя по объему [10], [14], 
[20], зародыши кристаллической фазы, микро-
кристаллы и, наконец, гель [12]. Изучение таких 
белковых образований необходимо для решения 
ряда важных проблем биотехнологии, биологии 
и медицины, в числе которых кристаллизация 
белка [21], патогенез заболеваний, связанных 
с конденсацией белка [18], устойчивость белко-
вых препаратов медицинского назначения [8], 
[23], регуляция осмотического гомеостаза вис-
церальных жидкостей [6], [7]. 

Ярким примером конденсации белка в вод-
ной среде является кристаллизации лизоцима 
в присутствии NaCl. Водно-солевые растворы 
этого белка подробно изучались разнообразны-
ми методами, в том числе с помощью теорети-
ческих моделей, с целью выяснить механизмы 
зародышеобразования и роста кристаллов [10], 
[12], [14], [20], [31]. При этом были построены фа-
зовые диаграммы растворимости и разработаны 
экспериментальные и теоретические подходы, 
позволяющие установить соответствие между 
разными типами белковых ассоциатов в раство-
ре и участками фазовой диаграммы, где они воз-

никают. Это способствовало значительно более 
глубокому пониманию явления фазового пере-
хода типа жидкость – жидкость и перманентных 
белковых кластеров размером до 10 нм [31]. 

Однако результаты, полученные разными ме-
тодами, не позволяют дать однозначный ответ на 
самый общий вопрос о том, чем же являются об-
наруженные концентрационные неоднороднос-
ти [17], [22], [24], [31], [33]. Ряд авторов считают 
их статическими (перманентными, равновесны-
ми) кластерами [13], [31]. В то же время другие 
исследователи считают их динамическими [26], 
[30]. Поэтому актуальность привлечения до-
полнительных экспериментальных физических 
методов исследования концентрационных неод-
нородностей в белковых растворах, а также даль-
нейшего анализа данных, получаемых с помо-
щью этих методов, на основе фазовых диаграмм 
сохраняется, несмотря на прогресс в решении 
ряда методических проблем, возникающих при 
изучении явлений кластеризации белков [32]. 

Уширение линий спектра ЭПР, обусловлен-
ное диполь-дипольным взаимодействием спин-
меток, связанных с молекулой белка, нередко 
используют для оценки расстояния между па-
рамагнитными центрами [2], [4], [18], [19]. Уши-
рение можно зарегистрировать в спектрах ЭПР 
застеклованных матриц белков, если расстояние 
между парамагнитными центрами не превы-
шает 6–8 нм [2]. Поскольку среднее расстояние 
между молекулами белка в плотной фазе (или 
в кластере) составляет 0,6–1 нм [24], то образо-
вание кластеров должно приводить к уширению 
спектров ЭПР спиновых меток. В настоящей ра-
боте ставилась задача зарегистрировать надмо-
лекулярные формирования – от белковых клас-
теров до геля – путем оценки относительных 
изменений среднего расстояния между макро-
молекулами методом ЭПР спин-метки. Важной 
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задачей также было обсуждение полученных 
результатов на основе представления о разных 
типах белковых кластеров, возникающих в за-
критической области фазовой диаграммы трой-
ной системы вода – белок – соль.

МЕТОДЫ И МАТЕРИАЛЫ

Конъюгацию спиновой метки 4-(2-io-
doacetamido)-2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl 
(Takeda Chemical Industries) с лизоцимом из 
белка куриных яиц (Sigma) проводили, следуя 
методике Лихтенштейна и др. [5]. При этом 
происходит избирательная модификация ос-
татка аминокислоты гистидина-15 молекулы 
лизоцима (коэффициент посадки – 0,8) [5]. Для 
получения растворов с различной ионной силой 
в исходный раствор белка, приготовленного на 
основе 0,01 М фосфатного буфера, рН 6,4, добав-
лялись разные количества NaCl. Конечная кон-
центрация белка в образцах составляла 35 мг/мл. 
Спектры ЭПР регистрировались с помощью ра-
диоспектрометра Bruker EMX 6/1 (модуляция 
100 кГц, амплитуда 1 Гс). Перед снятием спек-
тров образцы выдерживали 6–8 часов при 20 °C 
для формирования возможной структурной ор-
ганизации раствора. При температуре 20 °C оце-
нивали времена корреляции τс вращения метки, 
связанной с белком, для разных концентраций 
соли на основе модели быстрого вращения ради-
кала [4], используя отношение амплитуд низко-
польной и центральной линии спектра, а также 
ширину центральной линии.

Уширение линий спектра ЭПР, обусловлен-
ное диполь-дипольным взаимодействием спи-
новых меток, исследовалось в замороженных 
(77 К) растворах спин-меченого белка. Темпе-
ратура 77 К в образце устанавливалась после 
мгновенного помещения кюветы в наполненный 
жидким азотом сосуд дьюара резонатора. Пока-
зано [34], что концентрационные неоднороднос-
ти в растворах макромолекул сохраняются при 
мгновенном замораживании, поскольку лими-
тирующим фактором их сохранения является 
трансляционная диффузия молекул, сопряжен-
ная с преодолением достаточно больших потен-
циальных барьеров.

Амплитуду крайних компонент спектра d1 
и центральной компоненты d и их отношение 
определяли для образцов с разным содержани-
ем соли при 77 К в зависимости от СВЧ-мощ-
ности. Параметр d1/d, чувствительный к диполь-
дипольному взаимодействию нитроксильных 
радикалов, может быть использован при кон-
центрациях нитроксильных радикалов более 
7 × 10-3 М для характеристики изменений сред-
него расстояния между спин-метками [4] и, соот-
ветственно, между спин-мечеными молекулами 
белков в условиях одного центра посадки спин-
метки на белке. При понижении концентрации 
нитроксильных радикалов параметр d1/d стано-

вится слабо чувствителен к расстоянию между 
ними [2], поэтому при концентрации радикалов 
менее 7 × 10-3 М для оценки их взаимодействия 
может быть использована форма кривой насы-
щения СВЧ-сигнала [4].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Зависимости амплитуды центральной линии 
спектра ЭПР спин-меченого лизоцима от мощ-
ности СВЧ поля, представленные на рис. 1 для 
разных концентраций NaCl при 77, позволяют 
разбить рассматриваемый диапазон концент-
рации соли m3 (М/л) на три части по характеру 
насыщения сигнала: (1) 0 < m3 < 0,15 М/л; (2) 
0,3 М/л < m3 < 1,5 М/л; (3) m3 > 1,5 М/л. При ма-
лых концентрациях соли (1) кривая насыщения 
менее пологая, чем в контроле (растворе белка 
без NaCl), при средних концентрациях (2) – бо-
лее пологая, чем в контроле, в условиях высали-
вания (3) – снова менее пологая. Более пологие 
кривые насыщения отвечают и более близкому 
расположению спиновых меток [4]. Это позволя-
ет использовать форму кривой насыщения для 
контроля изменений среднего расстояния взаи-
модействия между спиновыми метками l. Следо-
вательно, можно полагать, что в 1-й части диа-
пазона концентрации соли среднее расстояние l 
между спин-метками больше, чем в контроле, во 
2-й – меньше, в 3-й – снова больше.

Увеличение СВЧ-мощности приводит к из-
менению параметров сигнала ЭПР и позволяет 
выявить различия между величинами d1/d для 
растворов спин-меченого лизоцима с разной 
концентрацией соли при 77 К. Если в условиях 
без насыщения (0,63 мВт) зависимость d1/d от 
концентрации соли проявляется слабо, то в ус-
ловиях умеренного насыщения (12,4 мВт) зави-
симость становится более выраженной (рис. 2). 
Поскольку d1/d ~ l -1, то данные, представленные 
на рис. 1 и 2, указывают, что с ростом концент-
рации соли до 0,15 М среднее расстояние l меж-
ду связанными с белком спиновыми метками 
увеличивается, затем уменьшается и вновь воз-
растает по достижении концентрации NaCl 3 М, 
которая является высаливающей. 

Эти результаты, а также тот факт, что при 
общей концентрации спин-меток (и спин-мече-
ного белка) 2,5 × 10-3 М параметр d1/d сохраняет 
чувствительность к изменению условий и СВЧ-
мощности, свидетельствуют о том, что в рас-
творе лизоцима образуются концентрационные 
неоднородности, в составе которых локальная 
концентрация превышает 7 × 10- 3 М.

Образование вязкого белого геля в условиях 
высаливания лизоцима – известный эффект [12], 
[20], который наблюдали и мы еще до погруже-
ния образца в жидкий азот. Образец белка при 
добавлении 3 М NaCl мгновенно превращался 
в гель и оставался в состоянии геля белого цве-
та в течение 4 суток при 20 °С. Образцы белка, 
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Рис. 1. Нормированные значения амплитуд центральной 
компоненты спектра ЭПР спин-меченого лизоцима 
в зависимости от насыщающей СВЧ-мощности 

при разных концентрациях NaCl в растворе белка

d 1/d

ln [NaCl, M]

Рис. 2. Зависимость параметра d1/d от концентрации 
NaCl (М) как ln(NaCl) при значении СВЧ-мощности 

12,6 мВт – (1) и 0,6 мВт – (2). Размер символа 
соответствует стандартной погрешности

содержавшие менее 0,3 М NaCl, сохраняли про-
зрачность. В изначально прозрачных образцах, 
содержавших от 0,3 до 1,5 М NaCl, через 4 су-
ток наблюдалась выраженная опалесценция, 
которая была тем более заметна, чем выше ис-
ходная концентрация NaCl. Постепенное умень-
шение расстояния между молекулами белка в 
диапазоне 0,3–1,5 М NaCl, выявляемое на основе 
анализа спектров ЭПР спин-меченого лизоци-
ма, можно связать с проявлением сильного вза-
имодействия белок – белок, которое, как пред-
полагается, в этих условиях может приводить 
к формированию различных агрегатов, класте-
ров плотной фазы и даже зародышей кристал-
лической фазы [12], [14], [20]. Однако поскольку 
зародыши новой фазы обычно появляются лишь 
через несколько суток, следует предположить, 
что обнаруженное по спектрам ЭПР через 6–8 
часов уменьшение расстояния в диапазоне 0,3–
0,8 М NaCl, поначалу не сопровождающееся ви-
зуально наблюдаемой опалесценцией, обуслов-
лено формированием белковых кластеров и/или 

агрегатов вследствие потери системой термоди-
намической устойчивости.

На рис. 3 эффективное время корреляции вра-
щения спиновой метки, определяющееся отно-
шением амплитуд линий спектра ЭПР [4], пред-
ставлено в зависимости от концентрации соли 
при 20 °С. Как время корреляции, так и ширина 
центральной линии спектра монотонно возрас-
тают во всем рассматриваемом диапазоне солей. 
Однако в растворе без соли время корреляции 
(горизонтальная линия на рис. 3) больше, чем 
в низкосолевых растворах. Поскольку в спект-
рах ЭПР в первую очередь проявляется наибо-
лее быстрый тип подвижности спиновой метки, 
эти изменения времени корреляции отражают 
изменения микровязкости белковой глобулы 
в области локализации метки. 
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Рис. 3. Зависимости изменения времени корреляции (τс) 
спин-метки, связанной с молекулой лизоцима, и ширины 
центральной компоненты (ΔH0) спектра ЭПР спин-метки 
от концентрации NaCl. Горизонтальными отрезками 
показаны уровни τс и ΔH0 в растворе белка без соли. 

Размер символа соответствует стандартной погрешности

Первые две точки обеих зависимостей рис. 3 
лежат ниже уровня значений, соответствующих 
раствору белка без соли (пунктир). Благодаря 
этому можно сделать вывод, что при концентра-
циях менее 0,05 М NaCl имеет место некоторое 
снижение микровязкости в области спин-метки, 
которое может быть связано с разрыхлением 
структуры белковой глобулы в этих условиях. 
Однако в дальнейшем значения обоих парамет-
ров возрастают и превышают уровень бессоле-
вого раствора, что указывает на постепенную 
солью индуцируемую стабилизацию структуры 
белка в области спин-метки. Весьма вероятно, 
эти изменения сопряжены в том числе с усиле-
нием взаимодействия между молекулами белка 
при образовании высокосолевых мезоскопичес-
ких кластеров, а впоследствии и при формиро-
вании зародышей кристаллической фазы.

Вблизи верхней границы рассматриваемого 
диапазона – при 3 М NaCl в условиях высали-
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вания при 20 °С в спектре ЭПР спин-меченого 
лизоцима – появляется широкая линия, и время 
корреляции существенно увеличивается. Это 
может указывать на сильное увеличение вяз-
кости в системе, поскольку аналогичная линия 
наблюдается, например, в растворе 35 % сахаро-
зы [3]. Однако среднее расстояние между спи-
новыми метками и молекулами белка при этом 
не уменьшается, как можно было бы ожидать, 
а остается на том же уровне, что и при физиоло-
гических концентрациях соли (рис. 2). Это гово-
рит об отсутствии кристаллической фазы в геле 
и о том, что гель является целлюлярной, доста-
точно рыхлой структурой.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На рис. 4 представлена фазовая диаграмма 
раствора лизоцима, которая наряду с линиями 
бинодалей (1–3), полученными ранее экспери-
ментально для фиксированных концентраций 
соли [20], содержит предлагаемую нами линию 
бинодали для концентрации 3 М NaCl (кривая 4). 
С увеличением концентрации соли критическая 
точка бинодали и спинодали (рис. 4) смещается 
все выше по оси температур, и область, ранее 
являвшаяся однофазной, оказывается на гра-
нице бинодали. При этом происходит фазовый 
переход типа жидкость – жидкость, связанный 
с образованием плотной и разбавленной фаз 
[20]. Соответственно, в растворах лизоцима при 
малых концентрациях NaCl бинодаль окажется 
в области низких температур, а с ростом кон-
центрации соли до 1,5 М при содержании белка 
35 мг/мл она сдвинется к 20 °С. При дальнейшем 
повышении концентрации соли до 3 М NaCl 
в результате быстрого кинетического процес-
са спинодального распада [14] вместо концен-
трированной, но прозрачной фазы (или микро-
капель плотной фазы) образуется вязкий гель 
(см. рис. 1 в работе [12]).

Обычно в присутствии высоких концентра-
ций солей раствор белка теряет термодинами-
ческую устойчивость. Переход в устойчивое 
состояние может приводить к образованию за-
родышей кристаллической фазы или вязкого 
геля, установление равновесия в котором тре-
бует значительного времени. Образование вяз-
кого геля белого цвета сопровождается сильной 
иммобилизацией спиновой метки относительно 
белка, которая приводит к появлению второй 
(широкой) линии в спектре ЭПР и к резкому воз-
растанию времени корреляции (рис. 3). Однако 
сохраняющееся сравнительно большое расстоя-
ние между молекулами белка (рис. 1 и 2) позво-
ляет предположить, что пространственная сет-
ка геля при этом формируется в виде ячеистой 
фрактальной структуры из белковых кластеров 
за счет межмолекулярных взаимодействий раз-
личной природы [14]. Возможно, часть класте-
ров появляется в результате некоторого развора-
чивания структуры белковой молекулы.

Концентрация лизоцима, мг/мл
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Рис. 4. Схематическая фазовая диаграмма раствора 
лизоцима: 1–3 – экспериментальные бинодали как линии 
равновесия фаз при соответствующей концентрации NaCl 
согласно [20]; 4 – предполагаемое положение бинодали при 
концентрации соли 3 М NaCl; 5 – линия растворимости 
белка при 0,5 М NaCl согласно [20]; 6 – предполагаемая 

линия гелеобразования при 3М NaCl. А и В – концентрация 
белка в разбавленной фазе и в геле соответственно; 
7 – предполагаемая квазиспинодаль для кривой 1. 

Критической точке соответствует около 270 мг/мл белка. 
Состояние исследуемого раствора лизоцима 
на фазовой диаграмме показано крестиком

В области физиологических концентраций 
соли фазовое разделение в наших экспериментах 
не обнаруживается. Следовательно, эксперимен-
тальная точка, соответствующая 20 ºС и 35 мг/мл 
лизоцима, располагается выше линии бинодали. 
При этом изменения концентрации соли во всем 
диапазоне ее низких значений, включая физио-
логические, заметно сказываются на диполь-ди-
польном взаимодействии между спин-метками 
и, таким образом, на среднем расстоянии меж-
ду молекулами белка. Это, вероятно, связано 
с существованием концентрационных неодно-
родностей. Они обнаруживаются и другими ме-
тодами: светорассеяния, МУРР и МУНР – также 
в заведомо однофазной области – в окрестности 
линии растворимости, то есть выше и линии би-
нодали, и температуры критической точки [24], 
[31], и интерпретируются как белковые класте-
ры. Мы предполагаем, что добавление NaCl вы-
зывает постепенное замещение одних кластеров 
(1-го типа с размерами до 10 нм), которые доми-
нируют в растворах без соли [31], другими клас-
терами (2-го типа с размерами около 100 нм), по-
являющимися при добавлении солей [24]. 

Данные рис. 3 позволяют предположить, что 
такой переход от одних кластеров к другим дол-
жен сопровождаться постепенным переходом 
белковой глобулы к более рыхлой структуре 
с повышенной гибкостью. Это может быть обус-
ловлено тем, что по мере роста концентрации 
NaCl взаимодействие ионов Cl− с центрами сорб-
ции белковой глобулы усиливается, а в связи 
с этим увеличивается осмотическое давление 
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в водно-белковой матрице, способствующее ее 
разрыхлению из-за снижения удельной поверх-
ностной энергии. Считается, что анионы хлора, 
помимо участия в экранировке положительно 
заряженных групп, также активно сорбируют-
ся специфическими неполярными участками 
молекул лизоцима и других белков благодаря 
устройству своей электронной оболочки и спо-
собности к поляризации [11]. Число таких ад-
сорбированных анионов хлора может достигать 
десятка [27]. Однако при больших концентра-
циях соли, когда центры адсорбции насыщены, 
увеличение концентрации солей ведет к росту 
удельной поверхностной энергии вследствие эф-
фектов предпочтительной гидратации [9].

Зависимость критической температуры сис-
темы вода – белок – соль от критического со-
става – соотношения молярных концентраций 
белка m2 и соли m3 (X = (m2/m3)кр) (рис. 5) показы-
вает, что и в области закритических состояний 
могут возникать условия для фазового перехо-
да типа жидкость – жидкость [28], [29], который 
реализуется как флуктуационное мезофазное 
состояние. Это означает, что максимальные 
флуктуации концентрации будут иметь место 
в области квазиспинодали фазовой диаграммы 
в закритической области, то есть там, где и обна-
руживаются экспериментально метастабильные 
мезоскопические кластеры белков [24]. 
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X = (m2/m3)кр

Рис. 5. Линии критических точек, устанавливающих 
соответствие критического состава X = (m2/m3)кр 

и эффективной температуры Т. Кривые 1 и 2 построены для 
концентраций соли, при которых производная от 
коэффициента активности соли по концентрации 
отрицательна и положительна соответственно. 

При (m2/m3) > N квазиспинодаль (кривая 3*) выходит 
в закритическую область фазовой диаграммы. 
При (m2/m3) < N кривая 3 может характеризовать 
положение линии бинодали [29]. Температуре T2 
соответствует тройная точка, где (m2/m3) = L = 2/ν 

и ν – число адсорбированных на белке анионов электролита

В соответствии с закономерностями термо-
динамики непрерывных фазовых переходов 
в закритической области система в целом явля-
ется однородной, но при этом она постепенно 
теряет свойства двухфазной системы [1]. Эта 
трансформация может занимать значительную 
область фазовой диаграммы вдоль квазиспи-
нодали и представлять собой область закрити-
ческих фазовых переходов, захватывая линию 
растворимости. В этом случае флуктуирующая 
смесь кластеров белка является остаточным яв-
лением низкотемпературного двухфазного со-
стояния системы и представляет собой особое 
макроскопически однородное мезофазное со-
стояние. 

С другой стороны, если есть квазиспинодаль, 
то, вероятно, существует и квазибинодаль [1], то 
есть возможны такие условия, при которых во 
внешне однородных растворах будут существо-
вать метастабильные белковые кластеры. Можно 
предположить, что кластеры – олигомеры лизо-
цима размерами до 10 нм являются гелеподоб-
ными квазичастицами [24], а мезоскопические 
кластеры – частью фрактальных агрегатов геле-
вой фазы. Поскольку гель образуется мгновен-
но после добавления избытка соли, естественно 
предположить, что еще до момента гелеобра-
зования в растворе уже существует некоторая 
динамическая структура, имеющая отношение 
к мезоскопической кластерной организации. 
В области квазиспинодали в некотором диапа-
зоне температур кластеры двух типов могут су-
ществовать одновременно, хотя и не находиться 
при этом в равновесии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, наблюдаемые методом спино-
вой метки при комнатных температурах солью 
индуцированные изменения среднего расстоя-
ния между молекулами лизоцима в области фи-
зиологических концентраций NaCl, сопровож-
даемые увеличением гибкости молекул белка, 
могут быть обусловлены прохождением системы 
вода – белок – электролит области квазиспино-
дали ее фазовой диаграммы. В этом состоянии 
пониженной термодинамической устойчивости 
система при макроскопической однородности 
будет представлять собой особое мезофазное 
состояние – смесь флуктуационных кластеров 
обеих граничных фаз – золя и геля. При концен-
трациях соли выше физиологических в растворе 
белка развивается термодинамическая неустой-
чивость, приводящая к формированию различ-
ных неустойчивых надмолекулярных структур 
типа фрактальных кластеров белка и зародышей 
кристаллической фазы. В области «высаливаю-
щих» концентраций соли имеет место фазовый 
переход золь – гель, приводящий систему к тер-
модинамически устойчивому состоянию геля.
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