
меру м олекул примеси. К ром е того, в спектрах  лю минесценции нами 
об н аруж ен ы  переходы со второго возбуж денного  состояния, р асп о л о ж ен ­
ного примерно на 200 см-1 вы ш е первого. И злучен ие  н аблю дается  к ак  
при тем п ературе  ж и дкого  азота ,  т а к  и при 4,2 К- Интенсивность линий 
при понижении тем п ературы  о б р аз ц а  от 77 до 4,2 К  ум еньш ается  п р и ­
мерно в три раза .

Таким  образом , «м ульти плетная»  структура  спектра вблизи 0— 0 пе­
рехода и его ком бинаций с полносимметричным валентны м  колебанием  
иона U O !+  обусловлена присутствием в кристаллах соединений уранила 
структурных и химических дефектов. Последний вид дефектов обусловлен 
присутствием в коммерческих препаратах солей уранила различных при­
месей, а структурные дефекты образуются в процессе роста и хранения 
кристалла. Суммарный спектр поглощения или люминесценции представ­
ляет  собой суперпозицию спектров, принадлежащих отдельным центрам 
свечения.
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Каф едра спектроскопии и квантовой электроники

У Д К  547.96,535.37 ,
Е. В. БАРКОВСКИИ, Н. А. ПРОКОШ ИНА, Н. Н. ХОВРАТОВИЧ, С. Н. ЧЕРЕНКЕВИЧ

С П Е К Т Р А Л Ь Н О -Л Ю М И Н Е С Ц Е Н Т Н Ы Е  
Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И  Т Р О М Б И Н А

Тромбин явл яется  ведущ им ферментом  системы, сверты вания  крови. 
В н астоящ ее  время определены  ам инокислотны й.состав  и последователь­
ность аминокислот  в молекуле, изучаю тся различны е формы структур­
ного состояния молекулы , строение активного центра [ 1 —-6]. Получены  
абсорбционны е х арактери сти ки  при двух  знач ениях  pH  [7].

В настоящ ей работе  приведены дан ны е спектрально-лю м инесцент­
ны х исследований тром бина. И сп ользовали  коммерческий преп арат  
тром бин а  крупного рогатого скота, вы пускаем ы й К аунасски м  п р ед п р и я ­
тием бакпрепаратов . Очистку производили методом колоночной гель- 
хроматографлги на сеф ад ексах  G-100 и G-75. Б ы л а  получена дим ерн ая  
ф р акц и я  тром бина с м олекулярн ы м  весом 80000.

Электронны е спектры поглощ ения регистрировались  на спектроф ото­
метре S pecord  U V V I S  ( Г Д Р ) ,  д и ф ф ерен ц и альн ы е  спектры ф луоресц ен­
ц и и — на установке F ica  (Ф р ан ц и я) ,  возбуж дение  осущ ествляли  и злуче­
нием с X 270, 280 и 296 нм.

Спектры поглощ ения. Н а  рис. 1 (кр и вая  1) и зо б р аж ен  спектр погло­
щ ения тром бина в тр и с -H Cl буфере при p H  7,5 (без поправки на свето-
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Рис. 1. Спектры поглощения тромбина:
1 — тромбин в трис-HCl буф ере (pH  7,5); 2 — тромбин, денатурированны й 8 М  мочевиной

Рис. 2. Спектры флуоресценции тромбина при ЛВозб =  280 нм:
/  — тромбин в трис-HCl буфере, pH  7,5; 2 — тромбин в трис-HCl буфере (pH  7,5), д ен ату ­

рированный 8 М мочевиной

Рис. 3. Зависимость параметров полосы флуоресценции тромбина в трис-HCl бу­
фере от pH  (А,цозб =  280 нм):

1 ~  J tr.a< А Х 1 /2 ’ 2 ~  \ п а х : 3 ~  ЛХ1/ 2

р ассеян ие) .  Н аличие  м аксим ум ов при 280 и 290 нм свидетельствует  
о преимущ ественном в кл ад е  в спектр поглощ ения тром бина триптоф а- 
новых остатков  [8]. А налогичен хар ак тер  спектра и д ля  преп аратов  тр о м ­
бина, д и али зован н ы х  против воды и уксусно-аммонийного буфера. Н е з н а ­
чительное коротковолновое смещение максим ум ов в их спектрах, 
вероятно, обусловлено больш ей доступностью  молекул воды к триптоф а- 
новым остаткам  при переходе от тр и с -H Cl буфера к воде к а к  р а с тв о ­
рителю. В спектре тром бина, д ен атури рованного  8 М мочевиной с д о б а в ­
лением сульф ита  натрия (кри вая  2, рис. 1), наблю дается  возрастан и е  
оптической плотности в области  ни ж е 270 нм и уменьш ение рассеяния  
света ( Д ~ 0 )  в области  выш е 300 нм. У меньшение рассеяния, по-види­
мому, м ож но связать  с разруш ен ием  ассоциатов  м олекул тром бина при 
денатурации.

Изучено влияние pH  среды на спектры поглощ ения ( p H  в ар ьи р о вал и  
от 1,3 до 12,3). С пектры  поглощ ения тром бина д ля  кислой и щ елочной 
сред зам етн о  отличаю тся  от спектра при p H  7,5. Д л я  спектров кислой 
среды х арактерен  сдвиг в коротковолновую  область, подобный н а б л ю ­
даем ом у  д ля  протонированного тром бина [9]. Д л я  спектров щ елочной 
среды — длинноволновый сдвиг. П оследний, по-видимому, обусловлен  
значительны м  вкладом  в поглощ ение в области  290 нм ионизованной 
формы тирозилов  тромбина.

Таким образом , спектр поглощ ения тром бина в нейтральной и кислой 
средах  в основном оп ределяется  тр и п тоф ан и лам и  белка. В сильнощ е­
лочной среде зам етн ы й в к л а д  в поглощ ение вносят тирозилы . Спектр 
поглощения тром бин а  о т р а ж а е т  чувствительность триптоф анилов к  и зм е ­
нению среды.

Спектры флуоресценции. Спектр флуоресценции (рис. 2, кр и в ая  1) 
тром бина в три с-H Cl буфере (pH  7,5) имеет обычную д л я  белков  форму. 
Зависи м ость  полож ения м аксим ум а  полосы ф луоресценции от Яв0зб не­
значительна . Она об н ар у ж и вается  лиш ь при ан али зе  величины р =  
=  hzo!hio [Ю] и м ож ет  быть обусловлена  к а к  гетерогенностью т р и п т о ф а ­
нилов в тромбине, т а к  и вкл ад о м  лю минесценции тирозиновы х остатков. 
О б р аб о тка  д ан н ы х  по методу [10] п о к азала ,  что при p H  7,5 л ю м и несцен­
ция тромбина обусловлена  только  тр иптоф анилам и , что следует  и из 
спектров поглощ ения.

П олож ени е  м акси м ум а  (^т ах =  333 нм) и больш ая  полуш ирина 
(AA,i/2 =  62 нм) полосы флуоресценции не согласую тся с м оделью  трех 
состояний триптоф анилов  в белках , предлож енн ой  в работе  [11]. В ер о ят ­
но, д ля  тром бин а  следует допустить сущ ествование больш его числа 
состояний триптоф анилов  в белке, т. е. больш ей гетерогенности остатков

>6



Действие 8 М мочевины и сульфита натрия на диализованный тромбин

П р е п а р а т ^ш ах '
Н М

д Ч / 2 >
н м У словия опыта

1 .  Тромбин в воде, pH  7 ,5 337 51 непосредственно после диализа
2 . Тромбин -f- 8 М мочевина 345 60 через 10 мин после добавления моче­

вины
3 .  Тромбин+  8 М мочевина 354 79 через неделю хранения в холодильни­

ке (t =  4СС)
4. Тромбин - f -  8 М мочевина 

сульфит натрия
359 83 через 0 ,5  ч после добавления суль­

фита в препарат 3
5 . Тромбин 342 61 препарат 1 хранился неделю в холо­

дильнике (t =  4  С)
6. Тромбин-)-8 М мочевина 350 67 через 0 ,5  ч после добавления мочеви­

ны в препарат 5
7. Тромбин -f- 8 М мочевина 350 67 через 1 , 5 ч  после добавления мочеви­

ны в препарат 5
8. Тромбин +  сульфит натрия 345 63 через 1 ч после добавления сульфита 

натрия в препарат 5

тр иптоф ана . Н е исключено, что н аб л ю д аем ы е особенности спектров 
ф луоресценции могут быть следствием  нестабильности  молекулы  тр о м ­
бина (наличие в растворе  продуктов ав то л и за ) .

И зучено действие д ен ату р ан то в  (мочевина, сульфит натрия)  на д и а ­
лизованн ы й против воды тромбин (см. таб л и ц у ) .  Установлено, что моче­
вина вы зы вает  зам етн ое  смещ ение полосы флуоресценции в д ли н н о в о л ­
новую область  и ее уширение. То ж е  н аб л ю д ается  и при ее воздействии 
на тром бин в тр и с -H Cl бу ф ер е)  см. рис. 2, кри вая  2) .  Зам ечено, что в ы ­
д ер ж и в ан и е  тром бин а  с мочевиной в течение 0,5— 1,5 ч д ае т  устан о ви в­
ш иеся п арам етры  полосы, х а р актер н ы е  д л я  спектров ден атури рованны х  
белков, а время 10 мин яв л яется  недостаточным.

П олоса  ф луоресценции растворов  тром бина, дли тельн о  хранивш ихся 
при 4 °С, испы ты вает  д альн ей ш ее  смещ ение и уширение, изм еняется  ее 
ф орм а. Д ополни тельное  действие сульф и та  натри я  усиливает  отм ечен­
ные закономерности .

Изучено влияние p H  среды на спектр флуоресценции тромбина 
в тр и с -H Cl буфере. Зави си м ость  п ар ам етр о в  спектра  от pH  п р ед став ­
лен а  на рис. 3. Получено, что наименьш ее значение Яшах и AXi/z, н аи б о л ь ­
ш ее /тахЛЯцг х ар ак тер н ы  д л я  области  p H  5— 9 (область  ф изиологиче­
ского значения  p H ) . С переходом к а к  в щелочную , т а к  и в кислую 
области  н аб л ю д ается  смещ ение м акси м ум а  полосы в длинноволновую  
сторону, ее уш ирение и ум еньш ение /max‘A^i/2- И зм енени е  этих п а р а м е т ­
ров м ож ет  происходить из-за кон ф орм ац ионн ы х перестроек, а т а к ж е  
в р езу л ьтате  туш ения или изменения подвиж ности  воды и поверхностных 
полярны х групп при изменении ионного состояния соседних групп.

Д л я  выяснения причин изменения спектральны х  п арам етров  прове­
ден ан ал и з  разностны х спектров при р азли чн ы х  pH.  Если разностны й 
спектр флуоресценции обусловлен  простым тушением или возгоранием, 
он д о лж ен  иметь форму, соответствую щ ую спектру  остатков, п ретерпев­
ших изменение выхода. Е сли  ж е  один или более остатков  три п тоф ан а  
переходит из одного м икроокруж ен и я  в другое  в р езультате  ко н ф о р м а­
ционных изменений, разностны й спектр д о л ж е н  иметь точку пересече­
ния с осью абсцисс и, соответственно, полож ительн ую  и отрицательную  
компоненты [12]. Н а  основании а н а л и за  м ож но кон статировать  конфор- 
мационны й переход тром бин а  в о б ластях  p H  10— 12 и 3,7— 2,5. В области  
остальн ы х pH имеет место тушение. К сож алени ю , в л и тературе  отсут­
ствуют дан ны е по пространственном у располож ен ию  аминокислотны х 
о статков  в молекуле  тром бина , а дан н ы е  по первичной структуре [1] по-
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назы ваю т, что больш инство  остатков  три п тоф ан а  в .м о л е к у л е  тром бина 
(пять из девяти)  имею т б ли ж ай ш и м и  соседями катионные остатки  а м и ­
нокислот (лизин, а р г и н и н ) .

Д л я  определения  пром еж уточны х состояний с небольш ими и зм ен е­
ниями спектральны х  п ар ам етр о в  использованы  зависимости  интенсив­
ностей флуоресценции при различны х  дли н ах  волн д л я  разн ы х  p H  [13]. 
Это позволило в области  pH  5— 9 определить  значение p H  6,1, соответ­
ствующее состоянию тром бина, с которого начинаю тся плавны е  и зм ен е­
ния состояния молекул  при изменении pH  к а к  в щ елочную, т а к  и в ки с­
лую о б ласть  (возм ож но, это сам ое  устойчивое состояние тр о м би н а) .

Таким образом , спектры флуоресценции тром бина являю тся  весьма 
чувствительны ми к изменениям  кон ф орм ац и и  молекул.
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К аф едра биоф изики

УДК 532.783 : 535.33
И. П. ЗЯТЬКО В, Г. А. ПИЦЕВИЧ, Д. И. С А ГА Й Д А К

О К О Р Р Е Л Я Ц И И  С П Е К Т Р А Л Ь Н Ы Х  И Т Е Х Н О Л О Г И Ч Е С К И Х  
Х А Р А К Т Е Р И С Т И К  П Е Р О К С И Д О В  А Ц И Л О В

Д л я  ряда  пероксидов ацилов  н а б л ю д а л а с ь  связь  м еж д у  константам и 
скорости термор 'аспада ka, а т а к ж е  констан там и  скорости инициирования 
реакции полим ери зации  /е1Ш, с одной стороны, и константам и Г ам м ета  
и Т аф та  — с другой [1, 2]. Поиск и установление  корреляций м еж д у  спек­
тральн ы м и и химико-технологическими харак тер и сти кам и  пероксидов 
позволили бы р а зр а б о т а т ь  экспрессные методы определения их техн оло­
гически в аж н ы х  п арам етров  в р еакц и ях  инициирования полим еризации 
и прогнозировать  последние д ля  новых представителей  гомологических 
рядов.

Н ам и  исследованы  колебательны е  спектры (К Р  и И К )  р я д а  си м м ет­
ричных и несимметричных аром ати чески х  и ар али ф ати чески х  п ерокси­
дов, отдельны е представи тели  которых явл яю тся  как  ш ироко и звест ­
ными, т а к  и специфическими и н ици аторам и  полим еризации [3].

Д л я  пероксидов рядов  I— IV R C 6H 4C ( О ) О О С ( О ) C6H 4R ( I ) ,  R C 6H 4— 
C ( 0 ) 0 0 C ( 0 ) C eH 5 ( I I ) ,  R C 6H 4C ( 0 ) 0 0 C ( 0 ) C H 3 ( I I I ) ,  [С Н з(С Н 2) п— 
С (О) О —]2 (IV) термоустойчивость k d = A e x  р ( —E №C/ k - T ) ,  а следова-
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