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Аннотация.Изменения вторичнойи третичной структур белковыхмолекул при термической
денатурации приводят к изменениям их колебательных спектров. В диапазоне «отпечат-
ков пальцев» проявляются колебания, соответствующие элементам первичной и вторичной
структуры белка, в то время как в низкочастотном (НЧ) спектральном интервале (40–
500 см−¹) могут наблюдаться моды колебаний крупных фрагментов, соответствующие более
высоким уровням иерархии структуры белка. Проведено сравнение колебательных спектров
двух белков (коллагена и химотрипсина), имеющих различные вторичныеи третичные струк-
туры, а также спектры термически денатурированных образцов этих белков в диапазоне
«отпечатков пальцев» и НЧ диапазоне. Выявлены некоторые спектральные особенности, ко-
торые могут характеризовать изменения третичной структуры белковых молекул.
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Abstract. BackgroundandObjectives: Changes in the secondary and tertiary structures of proteinmolecules during thermal denaturation lead to
changes in their vibrational spectra. Vibrations corresponding to elements of the primary and secondary structure of the protein are manifested
in the fingerprint range, while vibrational modes of large fragments corresponding to higher levels of the protein structural hierarchy can be
observed in the low-frequency (40–500 cm−¹) spectral range. The purpose of this work is to reveal changes in the vibrational spectra of proteins
resulting from denaturation that can be used to characterize changes in the protein structure. Materials and Methods: Two proteins (collagen
and chymotrypsin) having different secondary and tertiary structures are studied using Raman spectroscopy. The experimental data are analyzed
using bandpass filtering of the Fourier transforms of the spectral curves. Results: Vibrational spectra of two proteins (collagen and chymotrypsin)
having different secondary and tertiary structures, aswell as the spectra of thermally denatured samples of these proteins have beenmeasured in
the fingerprint and low-frequency ranges. Several low-frequency spectral features that can be used to characterize structural changes of protein
molecules have been considered. A few bands may correspond to vibrations of tertiary structure elements (both in the low-frequency range
and in the “fingerprint” range). Conclusion: A comparison of the vibrational spectra of native and denatured (superhelical) collagen, as well as
native and denatured (globular) chymotrypsin shows that changes in the amide I and amide III bands sensitive to the secondary structure are
supplementedwith spectral changes in bands that are not assigned to elements of the secondary structure and can be related to changes at higher
levels of structural hierarchy. Comparison of the low-frequency vibrational spectra indicates a lower sensitivity of presumably tertiary structure
of the globular protein to denaturation.
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Введение

Функциональная активность белков взаимо-
связана со структурной динамикой, включающей
в себя движение крупных доменов молекулы.
Такие домены могут содержать упорядоченные
фрагменты: α-спиральные и β-структурные эле-
менты. Молекулу белка можно охарактеризовать
количественно на уровне первичной (последова-
тельность аминокислот в цепочки полипептида)
и вторичной структур. Однако, согласно текущим
представлениям, третичная структура характери-
зуется лишь качественно – как взаимное рас-
положение элементов вторичной структуры. Это
обстоятельство затрудняет сравнение третичных
структур различных белков. В современной лите-
ратуре лишь некоторые экспериментальные рабо-
ты были посвящены анализу третичных структур
белковых молекул.

Методы КР спектроскопии широко приме-
няются при изучении биологических молекул.
За годы исследований накоплены обширные дан-
ные о колебательных спектрах белков. Опубли-
кованы работы с информацией о соотнесении
многих линий спектра колебаниям определенных
функциональных групп. Существенный вклад
в колебательные спектры вносят нормальные мо-
ды колебаний пептидных связей. Известно, что
линии амид A, B, I–VII чувствительны к кон-
формационным изменениям белковой молекулы
[1, 2]. Наиболее интенсивные из них (линии амид

I, III) можно использовать для определения от-
носительного содержания элементов вторичной
структуры (см., например, [3, 4]). В предыдущих
работах мы показали, что специфические вза-
имодействия (например, связывание субстрата)
вызывают конформационные изменения, которые
приводят к изменению колебательных спектров
[5–7]. В частности, помимо изменений линий
амид, наблюдаются изменения соотношений ли-
ний тирозинового дублета (830, 850 см−1) и полос,
характеризующих конформацию дисульфидных
мостиков. Эти линии также являются конформа-
ционно чувствительными, так как известно, что
соотношение интенсивностей линий тирозиново-
го дублета зависит от количества скрытых и от-
крытых гидроксильных групп, что определяется
конформацией молекулы белка. Относительная
интенсивность и положение линий КР спектра
на частотах около 510, 525 и 540 см−1 по-
казывают содержание дисульфидных мостиков
в разных конформациях, также определяемое про-
странственной конфигурацией молекулы. Следо-
вательно, даже при отсутствии существенных
изменений вторичной структуры спектральные
изменения в некоторых интервалах могут ука-
зывать на изменения на более высоких уровнях
структурной иерархии.

Отсутствие общепринятых параметров, поз-
воляющих количественно и/или качественно оха-
рактеризовать третичную структуру, затрудняет
анализ данных, полученных, в частности, метода-
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ми колебательной спектроскопии. В работах [8]
была предложена теория о смене знака хирально-
сти при переходе между уровнями структурной
иерархии молекулы белка. Авторы предлагают
использовать ее для изучения трехмерной струк-
туры белковых молекул: правые α-спирали (вто-
ричная структура), состоящие из L-аминокислот
(первичная структура), могут образовывать ле-
вые суперспирали (третичная структура). Однако
такой подход вряд ли может быть использован
при изучении неспиральных белков. В последнее
время достигнут значительный прогресс в разра-
ботке алгоритмов расчета трехмерных белковых
структур на основе аминокислотной последова-
тельности (см., например, [9]). Соответствующие
результаты могут помочь в количественной оцен-
ке третичной структуры белков.

Несмотря на то, что в последние два деся-
тилетия значительно возрос интерес к изучению
НЧ (10–500 см−1 или 0,3–15 ТГц) колебательных
спектров белков [10–13], однозначных соотнесе-
ний линий НЧ спектра колебаниям молекулы
до сих пор нет. Оценки и расчеты методами мо-
лекулярной динамики показывают, что колебания
крупных фрагментов с массой в несколько сотен
и тысяч а. е. м. могут проявляться в НЧ области
спектра. Таким образом, соответствующие линии
спектра могут быть чувствительны к изменениям
третичной структуры.

Существует ряд работ, в которых авторы
соотносят линии НЧ КР спектра молекул бел-
ков и полипептидов колебаниям элементов вто-
ричной структуры. Так, расчёт колебаний α-
спиралей полиглицина [14] предсказывает появ-
ление характерных КР линий на частотах 79
и 126 см−1, а колебания полипептидной цепи α-
спирального поли-L-аланина могут иметь часто-
ту 122 см−1 [15]. В КР спектрах α-спиральных
белков (фибриногена, бычьего альбумина, колла-
гена, лизоцима) колебания наблюдаются в интер-
вале 130–190 см−1 [10]. КР линии на частотах 135
и 170 см−1 были обнаружены в спектрах α-спи-
ральных белков, причём положение максимумов
интенсивностей характерных линий изменялось
в зависимости от последовательности аминокис-
лотных остатков в полипептидной цепи белка [16].
Частота 140 см−1 в работе [17] отнесена к крутиль-
ным колебаниям суперспирали коллагена. В КР
спектрах α-спирального поли-L-аланина наблю-
дались линии на частотах 163 см−1 [18] и 159 см−1

[19], которые отнесены к крутильным колебани-
ям Cα -C и N-Cα и деформационным колебаниям
C-N-Cα и N-Cα -C соответственно. Крутильные

колебания C-N группы также наблюдались в КР
спектрах модельного N-метилацетамида на часто-
те 190 см−1 [20]. По данным работы [21], интервал
159–167 см−1 в КР спектрах лизоцима и бычьего
альбумина может быть также отнесён к внеплос-
костным изгибным колебаниям групп N-H или
С=O, или крутильным колебаниям группы C-N.

Однако КР линии в интервале 100–180 см−1

также наблюдаются для белков с преобладающей
концентрацией β-листов во вторичной структуре
[22, 23]. Например, в работе [22] при сравне-
нии КР спектров β-микроглобулина частоты 80
и 170 см−1 были отнесены к колебаниям β-
листов в антипараллельной конформации, при
этом колебания параллельных β-листов были от-
мечены на частоте 110 см−1. В работах [23]
в КР спектрах кристаллизованного лизоцима и его
водного раствора частота ∼160 см−1 отнесена
к деформационным колебаниям β-структур. Ав-
торы основывались на результатах работы [14],
в которой для β-формы полиглицина были рассчи-
таны частоты колебаний 146 и 173 см−1.

Данные о полосе частот 200–240 см−1 под-
тверждают её принадлежность к колебаниям α-
спиральных структур. КР линии вблизи частоты
∼200 см−1 относят к колебаниям амид VII [24].
Колебания на частоте 240 см−1 в КР спектрах α-
спиральных лизоцима и миоглобина [25] характе-
ризуют симметричные валентные или крутильные
колебания полипептидной цепи. В КР спектрах
α-спирального поли-L-аланина [19] линия на ча-
стоте 209 см−1 была отнесена к деформационным
колебаниям C-N-Cα и внеплоскостным изгибным
колебаниям C=O. В КР спектрах поли-L-алани-
на также наблюдаются линии на частотах 212
и 216 см−1 [26]. Частота 217 см−1 в КР спек-
трах полиглицина в α-спиральной конформации
[19] характеризует колебания C-N-Cα и плоскост-
ные изгибные колебания C=O. Линии на частоте
∼220 см−1 наблюдаются в КР спектрах бычьего
альбумина [10, 21] и альбумина человека [10].

Отметим, что в большинстве процитирован-
ных работ указывается, что НЧ линии в коле-
бательных спектрах определяются колебаниями
остова белковой молекулы (связей типа C-N-C),
что определяет важность исследования НЧ КР
спектров белков при рассмотрении проблемы
структура-функция.

В работе предпринята попытка анализа коле-
бательных спектров белков с учетом возможного
проявления линий, отвечающих третичной струк-
туре молекулы и ее изменениям. Исследованы
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спектры комбинационного рассеяния света гло-
булярного (химотрипсин) и фибриллярного (кол-
лаген) белков, проводится сравнение спектров
нативных и денатурированных белков.

Материалы иметоды

Спектры комбинационного рассеяния
света измерены в спектральном интервале
30–1800 см−1 с разрешением 5 см−1 с использова-
нием микроспектрометра Thermo Scientific DXR
(Thermo Fisher Scientific, США) при длине волны
возбуждения 532 нм и мощности возбуждения
до 10 мВт.

В экспериментах использовали химотрип-
син («Самсон мед») и коллаген (тип IV,
«MP Biomedicals», США, CAS 9007-34-5). Терми-
ческую денатурацию проводили при температуре
80°С для водных растворов химотрипсина и кол-
лагена, время денатурации составляло 90 и 10 мин
соответственно [27]. Образцы представляли со-
бой лиофилизованные порошки.

Обработка спектров проводилась следую-
щим образом. Для определения спектральных
особенностей в НЧ интервале применялось пре-
образование R(ν) [28]. Затем для устранения
фона и подавления шумовой компоненты при-
менялся метод полосовой фильтрации Фурье-
образов КР спектров. На рис. 1 представлен

Рис. 1. Фурье-образ модельного спектра, содержащего
уединенную гауссову линию с шириной по полувысоте
5 см−1 (1) и спектральная характеристика использован-

ного полосового фильтра (2)
Fig. 1. Fourier transform of the model spectra containing a
single Gaussian band with a FWHM of 5 cm−1 (1) and the

spectral characteristic of the bandpass filter (2)

Фурье-образ модельного спектра, содержащего
уединенную гауссову линию с шириной по по-
лувысоте 5 см−1, что соответствует КР линии

фенилаланина на частоте 1003 см−1 (одной из са-
мых узких линий в спектре белка) и спектральная
характеристика использованного полосового су-
пергауссового фильтра.

Результат обработки КР спектра химотрип-
сина по предложенной выше схеме представлен
на рис. 2.

Рис. 2. Результат применения представления R(ν) и по-
лосовой фильтрации к спектру химотрипсина (показан

на вставке)
Fig. 2. Results of the R(ν) transform and bandpass filtering of

the Raman spectrum of chymotrypsin (inset)

Результаты и их обсуждение

На рис. 3 представлены спектры нативного
и термически денатурированного коллагена. Кол-
лаген состоит из трех лево закрученных спиралей

Рис. 3. КР спектры нативного (сплошная линия) и терми-
чески денатурированного (пунктирная линия) коллагена.
Стрелками отмечены основные спектральные изменения
Fig. 3. Raman spectra of native (solid line) and thermally
denatured (dotted line) collagen. The arrows show the main

spectral changes
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(элементов вторичной структуры), которые вме-
сте образуют правозакрученную суперспираль
(его третичную структуру) [29–31].

Изменения линий амид I (1600–1710 см−1)
и амид III (1200–1300 см−1) могут быть вызваны
незначительными изменениями вторичной струк-
туры при денатурации. Обратим также внима-
ние на изменения относительных интенсивностей
двух полос с максимумами 920 и 940 см−1 и двух
полос с максимумами 1314 и 1337 см−1. В соответ-
ствии с существующими представлениями в этих
спектральных интервалах проявляются колебания
атомных групп N-Cα-C, C–C, C-N, C–Cα-H, Cα-C
и N-C-N [ [32, 33, 4]. Такие колебания могут быть
чувствительны к структурным изменениям бел-
ковой молекулы. Сходство спектральных полос,
определяемых вторичной структурой, позволяет
предположить, что наблюдаемые спектральные
изменения вызваны отличиями на более высоких
уровнях иерархии структуры белка.

На рис. 4 сравниваются спектры комби-
национного рассеяния нативного и термически
денатурированного химотрипсина.

Рис. 4. КР спектры нативного (сплошная линия) и тер-
мически денатурированного (пунктирная линия) химот-
рипсина. Стрелками отмечены основные спектральные

изменения
Fig. 4. Raman spectra of native (solid line) and thermally
denatured (dotted line) chymotrypsin. The arrows show the

main spectral changes

Изменения, наблюдаемые для линии амид I,
указывают на изменения во вторичной структуре,
возникающие в результате денатурации. Спек-
тральные изменения относительных интенсивно-
стей двух полос с максимумами 920 и 940 см−1

дополняются изменениями тирозинового дублета
(830 и 850 см−1).

На рис. 5, а представлены НЧ спектры
комбинационного рассеяния нативного и денату-
рированного коллагена. Спектральные изменения
в интервале 60–200 см−1 могут быть следствием
изменений вторичной структуры [10].

а/а

б/b

Рис. 5. КР спектры нативных (сплошные линии) и терми-
чески денатурированных (пунктирные линии) коллагена
(а) и химотрипсина (б). Стрелками отмечены основные

спектральные изменения
Fig. 5. Raman spectra of native (solid lines) and thermally
denatured (dotted lines) collagen (а) and chymotrypsin (b). The

arrows show the main spectral changes

Видно отличие интенсивностей и формы
широких линий в спектрах обоих белков с цен-
тральным максимумом на частоте около 100 см−1.
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В образовании водородных связей в белке мо-
жет участвовать NH группа, причём характер-
ная КР линия появляется в спектрах, например,
N-метилацетамида, альбумина и глобулина на ча-
стоте 100 см−1, и монотонно уменьшается с уве-
личением температуры [34]. На этой же частоте
могут происходить дыхательные колебания трой-
ной суперспирали коллагена, зависящие также
от степени его гидратации [17].

Отметим существенное отличие спектров
коллагена и денатурированного коллагена в ин-
тервале 200–360 см−1. Согласно литературным
данным, линия на частоте 327 см−1 может быть
отнесена к деформационным колебаниям поли-
пептидной цепи или валентным колебаниям N-C
[35]. Согласно [35], линия на частоте 260 см−1

может быть соотнесена с колебаниями Cα-N-C.
Линии на частотах ∼300 и ∼330 см−1 в КР
спектрах поли-L-аланина и поли-L-аланилглици-
на в β-конформации отнесены к деформационным
колебаниям C-N-Cα, N-Cα-C или плоскостным
колебаниям C=O [36]. КР линии вблизи 280
и 330 см−1 наблюдались также в спектрах β-струк-
турных химотрипсина, конканавалина и поли-L-
лизина [10].

Изменяются также относительные интенсив-
ности полос с максимумами на частотах 390
и 420 см−1. В спектре денатурированного образца
резко возрастает интенсивность линии на часто-
те 490 см−1. Незначительные изменения отно-
сительных интенсивностей линий в интервале
500–570 см−1 свидетельствуют о малых изменени-
ях конформаций дисульфидных мостиков.

НЧ спектры комбинационного рассеяния
нативного и денатурированного химотрипсина

(рис. 5, б) отличаются в интервалах 80–110, 200–
360 и 380–440 см−1. Заметим, что эти отличия
меньше, чем для спектров нативного и дена-
турированного коллагена, что может указывать
на меньшую чувствительность третичной струк-
туры глобулярного белка к денатурации.

В таблице собрана информация по спектраль-
ным линиям, обсуждаемым в работе.

Выводы

Колебательная спектроскопия может быть ис-
пользована для определения относительного со-
держания элементов вторичной структуры в бел-
ковой молекуле и изменений вторичной струк-
туры, связанных с функциональной активностью.
Однако конформационные изменения могут воз-
никать и на более высоких (чем второй) уровнях
иерархии структуры белка и, как любые струк-
турные изменения, могут проявляться в колеба-
тельных спектрах. Дефицит методов описания
третичной структуры затрудняет интерпретацию
спектральных изменений. Тем не менее накоп-
ление соответствующих спектральных данных
может помочь в анализе структурной иерархии.
В связи с этим целесообразно изучать белки
со сходной вторичной структурой и анализиро-
вать спектральные изменения, вызванные моди-
фикациями одной белковой молекулы (например,
за счет денатурации).

Сравнение колебательных спектров нативно-
го и денатурированного (суперспирального) кол-
лагена, а также нативного и денатурированного
(глобулярного) химотрипсина показывает, что из-
менения чувствительных к вторичной структуре

Типы колебаний, соответствующие НЧ линиям КР спектров
Types of vibrations corresponding to low-frequency lines of Raman spectra

Волновые числа, см−1 /
Wave number, cm−1

Тип колебания / Assignment

135 N-H внеплоскостные изгибные колебания, C=O внеплоскостные изгибные колебания
260 C-N-C деформационные колебания, C=O плоскостные изгибные колебания, N-H вне-

плоскостные изгибные колебания
300 Деформационные колебания C-N-Cα, N-Cα−C, плоскостные колебания C=O
327 NCC деформационные колебания, NH внеплоскостные изгибные колебания, C=O

плоскостные изгибные колебания
332 NCC колебания
437 То же
920 N-Cα−C скелетные колебания, C-N, C-N-Cα деформационные колебания
940 То же
1314 С-H деформационные колебания
1337 C–Cα-H изгибные
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полос амид I и амид III дополняются спектраль-
ными изменениями полос, традиционно не отно-
симых к элементам вторичной структуры.

Низкочастотные полосы в колебательных
спектрах могут быть обусловлены меж-, а не внут-
римолекулярными движениями, поскольку иссле-
дуются лиофилизированные порошки (микрокри-
сталлы). Конформационные изменения на уров-
нях вторичной и третичной структуры могут
влиять на параметры элементарных ячеек белко-
вого микрокристалла. Даже если низкочастотные
полосы связаны с межмолекулярными движения-
ми, изменения вторичной и третичной структуры
должны проявляться в колебательных спектрах.

На основании опубликованных данных и ре-
зультатов проведенных экспериментов можно
сделать предположение, что изменения НЧ КР
спектров, связанные с денатурацией, определя-
ются изменениями не только вторичной, но и
третичной структуры белковых молекул.

Сравнение НЧ колебательных спектров ука-
зывает на меньшую чувствительность третичной
структуры глобулярного белка к денатурации.
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