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Объект исследования и цель работы. Объектом данного 
исследования является бычий сывороточный альбумин (БСА). 
Цель работы – дать интерпретацию колебательных спектров 
водного раствора БСА в области 1700–600 см-1. Использо-

ванные методы и подходы. Было выполнено эксперимен-
тальное измерение ИК и КР спектров БСА и проведён расчёт 
колебательных спектров цвиттер-ионных форм 20 аминокислот 
и их дипепетидов. Рассмотрено влияние ангармонизма и меж-
молекулярного взаимодействия (ММВ) на колебательные спек-
тры аминокислот. Результаты. Показано, что формы колеба-
ний боковых остатков аминокислот, образующих полипептид, 
не смешиваются с формами колебаний амидного фрагмента 
(Амид I, Амид II и Амид III), что позволяет использовать колеба-
ния боковых цепей для интерпретации колебательных ИК и КР 
спектров БСА. Сравнение экспериментальных и вычисленных 
спектров БСА показало, что каждая экспериментальная поло-
са поглощения альбумина является суперпозицией нескольких 
полос поглощения боковых остатков аминокислот, а влияние 
ММВ между аминокислотными остатками и молекулами воды 
приводит к смещению максимума и изменению интенсивности 
полос поглощения, отвечающих колебаниям Амид I, Амид II и 
Амид III. Вычисленные энергии и частоты колебаний связей, 
участвующих в образовании ММВ разных типов, меняются в до-
статочно широких пределах. Если при образовании водородной 
связи между двумя дипептидами глицил-глицина наблюдается 
понижение частоты валентного колебания связи С=О и усиле-
ние интенсивности как полосы поглощения, так и линии КР, то 
для валентных и деформационных колебаний полярных групп 
COО- и N+H3 в случае ион-ионных и ион-дипольных ММВ на-
блюдается смещение частот, которое составляет 580 см-1, а 
интенсивность меняется в 310 раз. Было показано, что пере-

крывание полос поглощения аминокислотных остатков с поло-
сой поглощения Амид I делает её очень чувствительной к струк-
турным изменениям, в том числе и проявлению ММВ, вследствие 
чего смещение частоты и интенсивности полосы поглощения 
Амид I позволяет определять конформационные изменения 
белка. Анализ интенсивностей ИК и КР аминокислотных остат-
ков в области 1540 см-1 показал, что ММВ приводит к более 
существенному изменению интенсивности полосы поглощения 
Амид II в ИК спектре по сравнению со спектром КР. В обла-
сти колебания Амид III проявляются деформационные (ОН) и 
(NH) колебания боковых цепей ряда аминокислот, участвую-
щих в образовании ММВ, в результате чего могут смещаться 
значения соответствующих частот деформационных колеба-
ний Амид III. В экспериментальном ИК спектре БСА в области 
 660 см-1 проявляется широкая полоса поглощения средней 
интенсивности. Согласно выполненному расчёту в данном спек-
тральном интервале проявляются деформационные колебания 
угла (OCO-) аминокислотных остатков Glu и Asp, участие кото-
рых в ММВ с другими аминокислотными остатками и молекулами 
воды приводит к смещению частоты колебания данного дефор-
мационного колебания и уширению соответствующей полосы 
поглощения. Таким образом, детальный анализ и интерпрета-
ция колебательных ИК и КР спектров БСА позволили выявить и 
подробно рассмотреть одну из основных причин, приводящих к 
смещению частот и изменению интенсивности Амид I, Амид II и 
Амид III, – это образование различных ММВ между аминокис-
лотами и между аминокислотами и молекулами растворителя. 
Выполненная интерпретация колебательных спектров цвиттер-
ионных форм 20 стандартных аминокислот в различных спек-
тральных интервалах позволяет использовать её не только для 
определения конформационных изменений белков, но и диагно-
стики взаимодействия с другими молекулярными соединениями, 
приводящими, например, к образованию комплексов.
Ключевые слова: бычий сывороточный альбумин, интерпре-
тация, ИК и КР спектры 20 основных аминокислот, дипептиды, 
ангармоническое приближение, межмолекулярное взаимодей-
ствие. 
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Введение

Все белки образованы из 20 типов амино-
кислотных остатков. Образование белковой или 
полипептидной цепи происходит путем поликон-
денсации аминокислот, где аминогруппа одной 
аминокислоты соединяется с карбоксильной 
группой другой с выделением воды и образова-
нием пептидной связи –NH–CO– .

Очевидно, что интерпретация колебатель-
ных спектров белков основана на интерпретации 
составляющих белок аминокислот. При этом не-
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обходимо отметить, что, несмотря на достаточно 
существенный (более 70 лет) срок исследования 
колебательных спектров аминокислот, в насто-
ящее время в литературе наблюдается интен-
сивное обсуждение детальной интерпретации 
их ИК и КР спектров. Это связано не только с 
развитием и усовершенствованием эксперимен-
тальных методов регистрации ИК, и особенно 
КР спектров, но и возросшими возможностями 
молекулярного моделирования и теоретического 
расчёта колебательных спектров. В частности, 
методы квантовой химии позволяют выполнить 
интерпретацию колебательных спектров ами-
нокислот для разных фазовых состояний. Учёт 
ММВ может проводиться, как минимум, двумя 
способами – с помощью самосогласованного 
реактивного поля и расчёта молекулярных ком-
плексов.

Колебательные спектры аминокислот были 
предметом многочисленных исследований как 
экспериментального, так и теоретического 
характера (например, [1‒15]). Большинство из 
этих исследований были проведены либо для от-
дельных молекул, либо для группы аминокислот, 
характеризующихся определённой полярностью 
радикала (способностью аминокислот к взаимо-
действию аминокислот c водой), либо для разных 
структур в зависимости от фазового состояния и 
рН среды, причём в разных спектральных диапа-
зонах. Результаты таких исследований обобщены 
в обзорных работах [16‒20]. 

Существует ряд экспериментальных работ, 
где проводилось комплексное исследование ИК 
спектров всех 20 основных аминокислот (на-
пример, в [21]). Как отмечают авторы данной 
работы, выполненное ими отнесение является 
предварительным и в ряде случаев не согласу-
ется с теоретическим отнесением. Основной 
причиной такого несоответствия, по мнению 
авторов, является расчёт колебательных спек-
тров без учёта ангармонизма колебаний. При 
этом экспериментальные спектры аминокис-
лот были измерены при разных значениях рН: 
так, ИК спектры алифатических аминокислот 
аланина (Ala), глицина (Gly), изолейцина (Ile), 
лейцина (Leu) и валина (Val) были измерены при 
рН = 6.8, 6.2, 2.0, 3.0 и 9.0 соответственно, а спек-
тры аспарагиновой (Asp) и глутаминовой (Glu) 
кислот – при рН=10. Поскольку аминокислоты 
в соответствии со своей амфотерной природой в 
зависимости от кислотности среды могут иметь 
разную ионную форму, а именно в кислых рас-
творах они представляют собой положительно 

заряженные ионы N+Н3―CH(R)―COOН, в 
щелочных растворах – отрицательно заряжен-
ные ионы NН2― CH(R )―COO-, в нейтральной 
среде – цвиттер-ионы N+Н3―CH(R)―COOН-, 
то сравнение экспериментальных спектров, из-
меренных при разных рН, целесообразно про-
водить со спектрами, вычисленными с учётом 
структурных изменений [22‒26]. 

ИК и КР спектры альбумина также были 
предметом многих исследований как экспери-
ментального, так и теоретического характера 
[27‒36]. Хорошо известно, что в колебательных 
спектрах белков, в том числе и альбумина, можно 
выделить колебания амидной группы полипеп-
тидов, характеристические частоты которых 
лежат в спектральных областях вблизи 1650, 
1540 и 1240 см-1, а формы колебаний определя-
ются изменением длины С=О пептидной связи, 
изменениями угла СNН и длины связи СN. Эти 
колебания общепринято называть колебаниями 
Амид I, Амид II и Амид III соответственно. 

Анализ частот и интенсивностей полос 
поглощения и линий КР колебаний амидной 
группы, главным образом колебаний Амид I и 
Амид II, широко используется для установления 
конформационной структуры полипептидной 
цепи. Например, в работе [28] был выполнен 
сравнительный анализ колебательных спек-
тров овальбумина и S-овальбумина в области 
800‒1850 см-1. Различие спектров позволило 
авторам установить количественные характери-
стики относительного содержания -складчатой 
и -спиральной структуры этих двух близких по 
строению аналогов альбумина. 

В настоящее время важным направлением со-
временной нанобиомедицины является создание 
имплантов нового поколения, которые не оттор-
гаются иммунной системой человека. Одним из 
таких биосовместимых материалов являются на-
нокомпозиты на основе альбумина и углеродных 
нанотрубок. Для усовершенствования технологии 
производства и создания надежных имплантов 
необходима более детальная интерпретация ко-
лебательного спектра альбумина, позволяющая 
проводить анализ взаимодействия нанотрубок и 
альбумина в зависимости от концентрации нано-
трубок и условий образования нанокомпозитов.

Цель данной работы – провести интерпре-
тацию экспериментальных колебательных ИК 
и КР спектров водного раствора БСА на основе 
вычисленных колебательных спектров цвит-
тер-ионных форм 20 основных аминокислот в 
области 1800‒600 см-1. Для этого необходимо 
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решить следующие задачи: 1) выполнить рас-
чёт колебательных спектров цвиттер-ионных 
форм основных аминокислот в гармоническом 
приближении; 2) определить влияние ангармо-
низма, водородной связи и межмолекулярного 
ион-ионного и ион-дипольного взаимодействия 
на колебательные спектры цвиттер-ионных форм 
аминокислот. 

Расчет колебательных спектров был выпол-
нен методом DFT на уровне B3LYP/6-311++g(d,p) 
по программе Gaussian-09 [37]. С целью ста-
билизации цвиттер-ионов в водном растворе 
была использована модель реактивного поля 
(модель поляризованного континуума Polarized 
Continuum Model, SCRF-PCM), когда полость, в 
которую помещена исследуемая молекула, пред-
ставляет совокупность перекрывающихся ван-
дер-ваальсовых сфер, построенных по линиям 
изоплотности. 

Результаты и их обсуждение

Экспериментальная часть 
ИК спектроскопия. Для измерения исполь-

зовался БСА фирмы Amresco (США). Спектры 

регистрировались при комнатной температуре с 
использованием ИК-Фурье спектрометра FTIR 
Nicolet iS50 (Thermo Scientifi c, США). ИК-спектр 
поглощения усреднялся по 256 сканам, а спек-
тральное разрешение составляло 1 см-1.

Спектроскопия КР. Спектр КР БСА воз-
буждался излучением Nd:YAG лазера с длиной 
волны 1.046 мкм и мощностью 0.1–0.2 Вт (в 
зависимости от соотношения сигнал/шум) и из-
мерялся при комнатной температуре прибором 
Brucker Equinox 55/S («Bruoker», Германия). 
Кривая усреднялась по 150 сканам, записывалась 
с разрешением 4 см-1 и подвергалась обратному 
преобразованию Фурье. 

Результаты квантово-химического расчёта
Влияние ангармонизма на колебательные 

спектры аминокислот. Для выяснения влияния 
ангармонизма на колебательные спектры цвит-
тер-ионных форм аминокислот были выполнены 
расчет и анализ колебательных спектров двух 
аминокислот – глицина (Gly), цистеина (Cys) и 
дипептида Gly-Gly (рис. 1) в гармоническом и 
ангармоническом приближениях, частоты коле-
баний которых приведены в табл. 1.

Рис. 1. Молекулярные структуры Gly (а), Cys (б) и дипептидa Gly-Gly (в) 
Fig. 1. Molecular structures of Gly (a), Cys (b) and dipeptide Gly-Gly (c)

а/a б/b в/c

Анализ вычисленных частот колебаний би-
полярных групп (колебания № 2‒4) показывает, 
что расчёт в ангармоническом приближении 
приводит не только к значительно лучшему со-
гласию с экспериментальными значениями, но и 
позволяет уточнить структуру полос поглощения 
в этой области. Например, в экспериментальных 
спектрах Gly и Сys в области 1600 см-1 про-
является по одной полосе поглощения сильной 
интенсивности, которая, согласно выполненному 
расчёту, является суперпозицией двух полос по-
глощения, проявляющихся в области 1643‒1635 
и 1537‒1541 см-1.

Формы колебаний № 24 и № 712 Gly при 
образовании дипептида Gly-Gly не меняются, что 

говорит о независимости колебаний биполярных 
групп от колебаний амидной группы и боковых 
цепей аминокислот и что также подтверждается 
сравнением с формами колебаний Cys. Колебания 
№ 1, 5‒6 и 13‒14 – это колебания Амид I, II и III 
соответственно. 

В области 1470–1300 см-1 формы колебаний 
№ 7‒12 отвечают, главным образом, изменениям 
деформационных углов групп СН и СН2, входя-
щих в боковые цепи всех 20 аминокислот. Ис-
ключение составляют колебание № 8 в области 
1400‒1415 см-1, характеризующее деформаци-
онное колебание группы (N+H3), и колебание 
№ 10, форма которого содержит изменения длин 
связей СОО- биполярной группы. Отметим, что 
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                                                                                                                                   Таблица 1 / Table 1 
Экспериментальные [38, 39] и вычисленные в гармоническом 

и ангармоническом приближении частоты (ν, cм-1) нормальных колебаний Gly (a), Cys (б) 
и дипептидa Gly-Gly (в) в области 1750‒1200 см-1

Experimental [38, 39] and calculated in the harmonic and anharmonic approximation 
frequencies (ν, cm-1) of normal vibrations Gly (a), Cys (b) and dipeptide Gly-Gly (c) 

in the region 1750‒1200 cm-1

No.
vib. Gly (a) Cys (b) Gly-Gly (c) Assignment

1 17241

16762 

16733

С=О
Amide I

2 16681

16432

‒

16701

16352

‒

16591

16192 
16293

ν(COO-), δ(N+H3)

3 16631

15372

16003

16621

15412

16023

16581

16272 
15803

ν(COO-), δ(N+H3)

4 16341

15002

15143

16301

14902

15203

16411

15842

15503

 δ(N+H3)

5 15061

14652 
15333

δ(NH), Q(CN), δ(СH2)
Amide II

6 14901

14612

14943

δ(NH), Q(CN), δ(СH2)
Amide II

7 14811

13902

14443

14801

14562

14293

14821

14602

‒

δ(СH2)

8 14351

13252

14143

14271

13182

14013

14361

13922 
14093

δ(N+H3)

9 13831

13302

13513

δ(СH)

10 13591

13042

13323

13621

12612

13053

13531

13192

‒

Q(CC),
δ(СH)

11 13221

12602

‒

13321

12662

‒

13431

13142

‒

δ(СH),
δ(СH2)

12 13031

12332

‒

13021

12572

‒

13121

12892

‒

δ(СH),
δ(СH2)

13 12991

12742 
12533

Q(CN)
Amide III

14 12211

11962 
12343

Q(CN)
Amide III 

Примечание. 1,2 ‒ частоты, вычисленные гармоническом и ангармоническом приближении; 
3 ‒ экспериментальные значения частот.

Note. 1,2 – the frequencies calculated in the harmonic and anharmonic approximation; 3  the 
experimental frequency.
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частоты колебаний, вычисленные как в гармони-
ческом, так и ангармоническом приближениях, 
отличаются от экспериментальных значений на 
 3050 см-1. Основной причиной такого рас-
хождения между вычисленными и эксперимен-
тальными частотами является одновременное 
присутствие нескольких различных структур 
(например, конформеров, α-, -, -форм), состав 
которых зависит от заряда, рН среды и темпе-
ратуры. Кроме того, существенное влияние на 
значения экспериментальных колебательных 
частот аминокислот оказывает ММВ либо между 
собой, либо с молекулами растворителя, напри-
мер, молекулами воды. Как отмечают авторы 
серии работ, в которых представлены экспери-
ментальные колебательные спектры цвиттер-
ионных форм кристаллических аминокислот и 
дипептидов, например, в зависимости от темпе-
ратуры может наблюдаться заметное смещение 
частот, что объясняется изменением прочности 
водородных связей [39]. 

Сравнение колебательных спектров цвиттер-
ионных форм аминокислот с колебательными 
спектрами дипептидов показывает, что формы 
колебаний амидного фрагмента (колебания 
Амид I, Амид II и Амид III) практически не 
смешиваются с формами колебаний боковых 
цепей аминокислот, образующих дипептид. 
Это позволяет выполнить в средней и нижней 
спектральной области адекватную эксперименту 
теоретическую интерпретацию колебательных 
спектров белков, используя при этом колебатель-
ные спектры цвиттер-ионных форм аминокислот. 

Влияние водородных, ион-ионных и ион-
дипольных ММВ на колебательные спектры 
аминокислот. При интерпретации колебатель-
ных спектров белков в высокочастотной области 
необходимо учитывать влияние водородных и 
ионных связей на смещение частот колебаний. 
Известно, что внутри- и ММВ являются важным 
фактором, стабилизирующим форму белков 
(отвечают за нативную конформацию белковой 
молекулы), лежат в основе таких важнейших 
свойств белков, как, например, сократимость, 
имеют решающее значение в случае химических 
реакций и взаимодействий с другими молекулами 
и ионами. В белках существует большое много-
образие различных типов ММВ: 

 между группами, участвующими в обра-
зовании пептидных связей;

 между пептидными связями в структуре 
типа складчатого слоя; 

 между аминогруппами лизина и аргинина 
и карбонилом пептидной связи; 

 между гидроксилом тирозина, серина, 
треонина и карбонилом пептидной связи и др. 

Характер этих взаимодействий  энергетика 
и геометрические параметры – хорошо изучен и 
представлен в обзорной работе [40]. 

Для выяснения влияния ММВ на смеще-
ния частот и изменение интенсивностей полос 
поглощения и линий КР аминокислот, во-
первых, был вычислен колебательный спектр 
молекулярной структуры, образованной двумя 
дипептидами глицил-глицина (GlyGly), позво-
ляющий определить влияние водородной связи. 
Во-вторых, в качестве других молекулярных 
структур были рассмотрены аминокислоты, 
имеющие положительно (Lys, Arg) и отрица-
тельно (Asp, Glu) заряженные боковые остатки 
и способные образовывать ион-ионные и ион-
дипольные взаимодействия. На рис. 2 при-
ведены структуры молекулярных комплексов, 
для которых были вычислены колебательные 
спектры: 

1) структуры двух дипептидов глицил-гли-
цина (GlyGly), образующих водородную связь 
NH…O; 

2) комплексов Glu:2w и Lys:3w с двумя и тре-
мя молекулами воды, образующих ион-ионный 
тип ММВ RCOO-nH2O и RN+H3nH2O 
соответственно; 

3) комплекса Asp-Lys, образующего ион-ди-
польный тип ММВ RCOO-N+H3R. 

Расчёт колебательных спектров молекуляр-
ных комплексов был выполнен методом SCRF, 
позволяющий наряду с рассматриваемыми 
типами ММВ учитывать влияние сил Ван-дер-
Ваальса.

В табл. 2 приведены энергия и частоты ко-
лебаний связей, участвующих в ММВ, анализ 
которых показывает, что и энергия, и смещения 
частот разных типов ММВ меняются в доста-
точно широких пределах. Если при образовании 
водородной связи, как и следовало ожидать, 
наблюдается понижение частоты валентного 
колебания связи С=О и усиление интенсивности 
как полосы поглощения, так и линии КР, то для 
валентных и деформационных колебаний поляр-
ных групп COО- и N+H3 для разных типов ММВ 
наблюдается как увеличение, так и уменьшение 
значений частот и интенсивностей на 5‒80 см-1 
и в 3‒10 раз соответственно.

Г. Н. Тен и др. Интерпретация ИК и КР спектров альбумина 



Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Физика. 2019. Т. 19, вып. 1

Научный отдел48

Таблица 2 / Table 2 
Энергия (Е, кДж/моль) и частоты (ν, см-1) колебаний связей, участвующих в образовании ММВ 
Energy (E, kJ/mol) and frequencies (ν, cm-1) of vibrations of bonds involved in the formation of IMI

Structure Bond E
The frequency and intensity of vibration Assignment

ν1 ν2

Gly:Gly O…HN 8 1724(337;3) 1699(472;28) Q(C=O) 

Glu:2w COO-→←2H2O 125 1609(479;169) 1601(538;18) Q(COО-)

Lys:3w N+H3→←3H2O 81 1665(36;56)
1663(50;6)
1521 (144;1)

1732(33;1)
1722(9;2)
1608(128;1)

δ(N+H3) asym
δ(N+H3) asym
δ(N+H3) sym

Asp-Lys COO-→←N+H3 315 1629(611;3)
1665(36;56)
1663(50;6)
1521 (144;1)

1699(538;18)
1670(49;5)
1688(56;5)
1487(47;7)

Q(COО-)
δ(N+H3) asym
δ(N+H3) asym
δ(N+H3) sym

Примечание. 1 и 2 – частоты колебаний до и после образования комплексов. В скобках приведены 
соответствующие значения интенсивностей полос поглощения (км/моль) и линий КР (Å4/а.е.m.).

Note. 1 and 2 are the frequencies of vibrations before and after the formation of complexes. The corresponding values 
of absorption bands (km/mol) and Ramaneines (Å4/а.е.m.) are given in the parentheses.

Рис. 2. Молекулярные структуры двух дипептидов Gly-Gly (а), комплексов Glu (б) и Lys (в) с молекулами воды 
и комплекса Asp-Lys (г) 

Fig. 2. Molecular structures of two dipeptides Gly-Gly (a), complexes Glu (b) and Lys (c) with water molecules and complex 
Asp-Lys (d)

а/a б/b в/c г/d

Отметим, что образование водородных свя-
зей NH...O между дипептидами Gly-Gly приво-
дит к разделению форм колебаний биполярных 
групп (COO-) и (N+H3) в колебаниях № 2, 3 (см. 
табл. 1), что позволяет объяснить существующую 
в настоящее время неоднозначность отнесения 
этих колебаний разными авторами

Интерпретация колебательных ИК и 
КР спектров альбумина. Белок БСА пред-
ставляет полипептидную цепь, состоящую из 
585 аминокислотных остатков, сложенных в 
виде ряда петель. В цепи много заряженных 
и ароматических остатков (30 фенилаланинов 
(Phe) и 21 тирозин (Tyr)), 5 метионинов (Met) 
и 35 цистеинов (Cys), которые образуют 17 ди-
сульфидных мостиков. Эти дисульфидные свя-
зи определяют вторичную структуру молекулы 

альбумина, которую на 50–68% составляют 
α-спирали и на 16–18% – -складки [41].

На рис. 3 приведены экспериментальные ИК 
и КР колебательные спектры водного раствора 
БСА, измеренные в области 1700600 см-1.

Теоретическая интерпретация колебательных 
спектров БСА проводилась на основе вычислен-
ных колебательных спектров цвиттер-ионных 
форм 20 аминокислот. Учитывая независимость 
колебаний амидного фрагмента и колебаний боко-
вых цепей, в табл. 3 приведены колебания только 
аминокислотных остатков и только те колебания, 
интенсивность полос и линий КР которых имеет 
среднюю и (или) сильную интенсивность. Кроме 
того, в табл. 3 не приведены колебания биполяр-
ных групп (COO-) и (N+H3), участвующих в 
образовании полипептидных цепей.
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Область  1700‒1200 см -1.  В  области 
17001600 см-1 колебательного спектра БСА по-
мимо колебания Амид I проявляются валентные 
колебания (С = О) боковых остатков Asn и Gln, 
которым отвечают полосы поглощения сильной 
интенсивности, а также валентные (COO-) и 
деформационные (N+H3(2)) колебания амино-
кислот с заряженными боковыми цепями Asp, 
Glu, Lys и Arg (табл. 3). О проявлении в коле-
бательных спектрах БСА нескольких соизмери-
мых по интенсивности как полос поглощения, 
так и линий КР (с учётом числа аминокислот 
в БСА) можно судить по экспериментально-
му спектру КР в области выше 1600 см-1 (см. 
рис. 3). При этом необходимо учитывать, что 
вследствие образования ММВ в данной спек-
тральной области будет наблюдаться смещение 
частот и изменение интенсивностей полос по-
глощения и линий КР аминокислотных остатков 
(см. табл. 2). Например, влияние водородной 
связи на частоту колебания Амид I с учётом 
ангармонизма колебаний приводит к смеще-
нию частоты колебания связи С=О в область 
1650 см-1, что согласуется с экспериментальным 
значением данного колебания (см. табл. 1). Та-
ким образом, перекрывание полос поглощения 
а минокислотных остатков с полосой поглоще-
ния Амид I делает её очень чувствительной к 
структурным изменениям, в том числе и прояв-
лению ММВ, вследствие чего смещение частоты 
и интенсивности полосы поглощения Амид I 
используют для определения конформационных 
изменений белка.

В области колебания Амид II (1600‒
1500 см-1) в вычисленных ИК спектрах про-
являются полосы поглощения средней ин-
тенсивности, отвечающие деформационным 
(N+H3) и валентным колебаниям (С=С) Lys 
и Tyr соответственно. В спектрах КР в данной 
спектральной области согласно выполненным 
расчётам колебаниям аминокислотных остат-
ков всех 20 аминокислот отвечают линии сла-
бой интенсивности. Это приводит к тому, что 
в колебательных ИК и КР спектрах БСА в об-
ласти 1540 см-1 доминирующим колебанием 
является колебание Амид II, причём часто-
та и интенсивность которого в ИК спектре 
более чувствительна к влиянию ММВ, чем в 
спектре КР.

Отметим, что в области 1500‒1400 см-1, на-
против, только для Leu, Lys, Glu интенсивности 
линий КР имеют среднее, а для Trp – сильное 
значение. Соответствующая Trp эксперимен-
тальная линия проявляется в области 1460 см-1. 
Для остальных аминокислот интенсивности 
линий, как и полос поглощения, имеют слабую 
интенсивность. 

Каждая  из  20 аминокислот  в  области 
1400‒1300 см-1 имеет среднюю по интенсивно-
сти полосу поглощения, форма которой является 
смешанной и определяется не только изменени-
ями валентных углов СCH, СNН и длин связей 
СС аминокислотных остатков, но и, в отличие от 
вышерассматриваемых колебаний, изменениями 
связей СОО- биполярной группы, особенно для 
алифатических аминокислот. 

Рис. 3. Экспериментальные ИК (а) и КР (б) спектры водного раствора БСА 
Fig. 3. Experimental IR (a) and Raman (b) spectra of aqueous solution BSA

а/a б/b

Г. Н. Тен и др. Интерпретация ИК и КР спектров альбумина 
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В области 1300‒1200 см-1, помимо коле-
бания Амид III, проявляются деформационные 
(ОН) и (NH) колебания Thr, Ser, Phe, Tyr, His 
и Trp, частоты которых могут смещаться, на-
пример, при образовании водородной связи с 
молекулами воды или соседними аминокислот-
ными остатками до 50 см-1, а интенсивность 
изменяться в 2‒5 раз (см. табл. 2). 

Область 1200‒600 см-1. Спектральная об-
ласть поглощения ниже 1200 см-1 обычно редко 
используется для анализа конформационных 
изменений белков, так как считается мало-
информативной. В отличие от ИК спектра, в 
экспериментальном спектре КР проявляются 
две хорошо разрешённые линии сильной ин-
тенсивности, отвечающие колебаниям с часто-
тами 1156 и 1014 см-1. Согласно выполненному 
расчёту в области 1200‒1000 см-1 в спектре КР 
аминокислотных остатков наиболее сильные 
линии отвечают колебаниям ароматических 
аминокислот Tyr, Trp и Phe с частотами 1181, 
1029 и 1016 см-1 соответственно. Причём, хотя 
интенсивности линий КР двух последних ами-
нокислот мало отличаются, но поскольку число 
аминокислотных остатков Phe, входящих в со-
став БСА в 15 раз больше числа Trp остатков, то 
интенсивность линии Phe выше интенсивности 
линии Trp. Таким образом, экспериментальные 
линии сильной интенсивности, отвечающие 
колебаниям с частотами 1156 и 1014 см-1, ха-
рактеризуют валентные колебания (CO) Tyr и 
(СС) Phe, а экспериментальная линия средней 
интенсивности, отвечающая колебанию с часто-
той 1037 см-1, характеризует валентное коле-
бание (СС) бензольного кольца Trp. Отметим, 
что данное отнесение согласуется с отнесением, 
выполненным на основе анализа спектра БСА с 
помощью метода гигантского комбинационного 
рассеяния [36].

В экспериментальном ИК спектре БСА в 
области  660 см-1 проявляется широкая полоса 
поглощения средней интенсивности. Согласно 
выполненному расчёту в данном спектральном 
интервале проявляются деформационные коле-
бания угла (OCO-) аминокислотных остатков 
Glu и Asp, участие которых в ММВ с другими 
аминокислотными остатками и молекулами 
воды приводит к смещению частоты колеба-
ния данного деформационного колебания и 
уширению соответствующей полосы погло-
щения. 

Заключение

Таким образом, в работе дана интерпрета-
ция колебательных ИК и КР спектров водного 
раствора БСА в области 1700‒600 см-1. Для 
этого была выполнена экспериментальная ре-
гистрация ИК и КР спектров БСА и проведён 
расчёт колебательных спектров цвиттер-ионных 
форм 20 аминокислот. Анализ вычисленных 
ИК и КР спектров цвиттер-ионных форм ами-
нокислот и их дипептидов в гармоническом и 
ангармоническом приближении показал, что 
формы колебаний амидного фрагмента (коле-
бания Амид I, Амид II и Амид III) практически 
не смешиваются с формами колебаний боковых 
цепей аминокислот, образующих дипептид. 
Принимая во внимание, что области проявления 
полос поглощения Амид I, Амид II, Амид III и 
колебаний биполярных групп хорошо известны, 
характеристичны по частоте и интенсивности, 
при интерпретации колебательных ИК и КР 
спектров БСА были рассмотрены только те 
колебания боковых остатков аминокислот, для 
которых интенсивности полос поглощения и 
линий КР, за исключением вышеназванных, 
имеют максимальное значение. 

Анализ колебательных спектров цвиттер-
ионных форм 20 стандартных аминокислот 
показал, что каждая экспериментальная полоса 
поглощения БСА является, во-первых, супер-
позицией целого ряда полос и линий, характе-
ризующих колебания боковых остатков ами-
нокислот. Во-вторых, ММВ (водородная связь, 
ион-ионное и ион-дипольное взаимодействие) 
между аминокислотными остатками приводит к 
смещению частот и изменению интенсивностей 
полос поглощения и линий КР, характеризующих 
колебания Амид I, Амид II и Амид III. 

Вычисленные спектральные характеристики 
колебаний связей, участвующих в образовании 
ММВ (водородной связи, ион-ионного и ион-ди-
польного взаимодействий), меняются в достаточ-
но широких пределах – смещение частот в преде-
лах 580 см-1, а интенсивность – в 3‒10 раз. 

Показано, что перекрывание полос поглоще-
ния аминокислотных остатков с полосой погло-
щения Амид I делает её очень чувствительной 
к проявлению ММВ, в том числе и с молеку-
лами растворителя, вследствие чего смещение 
частоты и интенсивности полосы поглощения 
Амид I позволяет определить конформационное 
изменение белка.
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Показано, что в спектральной области 
1540 см-1 ММВ приводит к более существен-
ному изменению интенсивности полосы погло-
щения Амид II в ИК спектре по сравнению со 
спектром КР.

В области колебания Амид III проявляются 
деформационные (ОН) и (NH) колебания бо-
ковых цепей ряда аминокислот, участвующих в 
образовании ММВ, в результате чего значения 
соответствующих частот деформационных ко-
лебаний смещаются, причём одновременно с 
частотами колебаний Амид I и Амид II.

 Проявление в экспериментальном ИК спек-
тре БСА в области  660 см-1 широкой полосы 
поглощения средней интенсивности согласно 
выполненному расчёту вызвано деформацион-
ными колебания угла (OCO-) аминокислотных 
остатков Glu и Asp. Участие Glu и Asp в ММВ с 
другими аминокислотными остатками и молеку-
лами воды приводит к уширению соответствую-
щей полосы поглощения. 

Таким образом, детальный анализ и интер-
претация колебательных ИК и КР спектров БСА 
позволили выявить и подробно рассмотреть 
одну из основных причин, позволяющую ис-
пользовать колебания Амид I, Амид II и Амид III 
для определения конформационных изменений 
БСА, – это образование различных ММВ и их 
разрыв, например, в результате каких-либо внеш-
них воздействий. 

Выполненная интерпретация колебательных 
спектров цвиттер-ионных форм 20 стандартных 
аминокислот в различных спектральных интер-
валах позволяет использовать её не только для 
определения конформационных изменений бел-
ков, но и диагностики взаимодействия с другими 
молекулярными соединениями, приводящими, 
например, к образованию комплексов.
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Object and purpose of work: The subject of the study is bovine 
serum albumin (BSA). The aim of the work is to give an interpreta-
tion of the vibrational spectra of BSA aqueous solution in the region 
of ~1700–600 cm– 1. Methods: In this regard the experimental 
measurement of the IR and Raman spectra of BSA and the calculation 
of vibrational spectra of zwitterionic ion forms 20 amino acids and 
their dipeptides were carried out. The effect of anharmonicity and 
intermolecular interaction (IMI) on the vibrational spectra of amino 
acids was considered. Results: It has been shown that the forms of 
vibrations of the amino acid side residues forming a polypeptide do not 
mix with the forms of vibrations of the amide fragment (Amide I, Amide 
II and Amide III), which allows them to be used for the interpretation 
of the vibrational IR and Raman spectra of BSA. The comparison of 
the experimental and calculated spectra of BSA has shown that each 
of the experimental absorption band of albumin is a superposition 
of several absorption bands of amino acids side residues, and the 
influence of IMI between amino acid residues and water molecules 
leads to a shift of the maximum and the change in the intensity of 
absorption bands, corresponding to the vibrations of the Amide I, 
Amide II and Amide III. The calculated energies and vibration frequen-
cies of the bonds involved in the formation of different types of IMI 
vary within a fairly wide range. If during the formation of a hydrogen 
bond between the two di-peptides of glycyl-glycine decrease in the 
frequency of the valence bond vibrational C=O and increase in the 

intensity of both the absorption band and the Raman line is observed, 
then for the valence and deformation vibrational of the polar groups of 
COO – and N+H3 in case of ion-ion and ion-dipole IMI frequency 
shift is registered, which is 5–80 cm-1, and the intensity varies – by 
~3–10 times. It has been shown that the overlap of the absorption 
bands of amino acid residues with the absorption band of Amide I 
makes it very sensitive to structural changes, including the manifes-
tation of IMI, whereby the shift in the frequency and intensity of the 
absorption band of Amide I allows to determine the conformational 
changes of the protein. Analysis of the intensities of IR and Raman 
amino acid residues in the region of ~1540 cm-1 has shown that IMI 
leads to a more significant change in the intensity of the absorption 
band of Amide II in the IR spectrum as compared to the Raman spec-
trum. In the area of the Amide III vibrations deformation (HE) and 
(NH) vibrations of the side chains of several amino acids involved 
in the formation of IMI are manifested, resulting in the shift of the 
values of corresponding frequency of deformation vibrations in the 
Amide III. In the experimental IR spectrum of BSA in the region of 
~660 cm-1, a wide absorption band of medium intensity is manifested. 
According to the performed calculation, deformation vibrations of the 
(OCO-) angle of amino acid residues Glu and Asp are manifested in 
this spectral range, whose participation in the IMI with other amino 
acid residues and water molecules leads to the shift in the vibration 
frequency of this deformation vibration and broadening of the cor-
responding absorption band. Conclusion: Thus, a detailed analysis 
and interpretation of the vibrational IR and Raman spectra of BSA 
have enabled one to identify and consider in detail one of the main 
reasons leading to the frequency shift and change in the intensity of 
Amide I, Amide II and Amide III, which is the formation of various IMI 
between amino acids and amino acids and solvent molecules. The 
interpretation of the vibrational spectra of the zwitterionic forms of 
20 standard amino acids in different spectral ranges allows to use 
it not only to determine the conformational changes of proteins, but 
also to diagnose the interaction with other molecular compounds, 
leading, for example, to the formation of complexes.
Keywords: bovine serum albumin, interpretation, IR and Raman 
spectra of 20 basic amino acids, dipeptides, anharmonic approxima-
tion, intermolecular interaction.
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