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сыВороТочного альБумина с наночасТицами 
углерода ШунгиТа: данные ЭПр сПин-Зонда
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Институт биологии КарНЦ РАН, ФИЦ «Карельский научный центр РАН», Петрозаводск, Россия

Методом электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) спин-зонда (СЗ) иссле-
дованы конформационные эффекты взаимодействия молекул сывороточного аль-
бумина (СА) быка и человека с наночастицами углерода шунгита (ШУ) в водной 
дисперсии в диапазоне температур 17–72 °С. Получены температурные и кинети-
ческие зависимости параметров спектра ЭПР для растворов и дисперсий СА и ШУ, 
а также их смесей. Показано, что взаимодействие молекул СА с наночастицами ШУ 
оказывает существенное влияние на термоиндуцированные конформационные 
изменения белка, которые определяют способность SH группы Цис-34 СА пере-
водить в диамагнитное состояние NO-группу доксилстеариновой жирной кислоты 
(ЖК), использованной в качестве СЗ. В присутствии ШУ температурные переходы, 
отражающие конформационные изменения СА в области локализации СЗ, ста-
новятся менее выраженными и сдвигаются в сторону более высоких температур. 
Это может быть связано с изменением окислительно-восстановительного балан-
са совокупности молекул СА в растворе или дисперсии, поскольку ШУ выступает 
как окислитель по отношению к СА. Поэтому ШУ также может рассматриваться 
как агент, способный влиять на степень окисления Цис-34 СА такими свободными 
радикалами, как СЗ. Наночастицы ШУ и СЗ конкурируют между собой в процессе 
окисления Цис-34. Кроме того, при рассматриваемых конформационных перехо-
дах облегчается перенос СЗ с СА на наночастицы, что препятствует восстанов-
лению NO-группы СЗ SH-группами белка. Это дает основание рассматривать на-
ночастицы ШУ как фактор регуляции окислительно-восстановительного баланса 
в системах с участием СА, включая физиологические среды.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: водная нанодисперсия углерода; глобулярный белок; спин-
меченая жирная кислота; предденатурационный диапазон температур.

S. P. Rozhkov, A. S. Goryunov. CONFORMATIONAL EFFECTS OF 
SERUM ALBUMINE INTERACTION WITH NANOPARTICLES OF CARBON 
SHUNGITE: EPR SPIN PROBING DATA

Conformational effects of interaction between bovine and human serum albumin (SA) 
molecules and nanoparticles of shungite carbon (ShC) in aqueous dispersion were stud-
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Введение

Исследование эффектов и механизмов 
взаимодействия наночастиц с биомакромоле-
кулами необходимо для разрешения как эко-
логических вопросов, связанных с токсическим 
влиянием на живые организмы, так и биомеди-
цинских задач регуляции связывания и транс-
порта лигандов белками, а также окислительно-
восстановительного баланса в системах с учас-
тием белков. В последнее время все большее 
внимание уделяется графенам и оксидам гра-
фена как наиболее перспективным наномате-
риалам для биомедицинских целей благодаря 
их уникальным свойствам – двумерной структу-
ре, большой поверхности, химической и меха-
нической стабильности, специфическим элек-
тронным свойствам и биосовместимости [Liu 
et al., 2013]. Это обеспечивает им потенциаль-
ную возможность осуществлять транспортную 
функцию по доставке белков, лекарственных 
препаратов, а также выступать в качестве био-
сенсоров, искусственных ферментов-перок-
сидаз [Ni et al., 2013; Sun et al., 2015]. Наряду 
с тем интересом, который графеновые струк-
туры вызывают с точки зрения их физической, 
химической, кристаллической и фазовой при-
роды, большое внимание в настоящее время 
сосредоточено на изучении биологических вза-
имодействий этих двумерных наноматериалов 
для новых разработок в области биомедицины 
и обеспечения охраны здоровья и безопаснос-
ти человека в разных областях их применения 
[Wang et al., 2016].

Сывороточный альбумин (СА) является од-
ним из наиболее распространенных модельных 
объектов при изучении молекулярных биологи-

ческих взаимодействий углеродных наночас-
тиц, что определяется его доступностью и важ-
нейшей физиологической ролью в функциони-
ровании различных тканей и сред организма 
животных и человека [Peters, 1996]. Наряду 
с поддержанием коллоидно-осмотического го-
меостаза тканей, связыванием и транспортом 
физиологически значимых молекул и ионов 
СА имеет важную антиоксидантную функцию, 
обусловленную способностью тиоловой группы 
аминокислоты цистеина (Цис) взаимодейство-
вать со свободными радикалами и активными 
формами кислорода [Turell, 2013]. Сывороточ-
ные альбумины человека (САЧ) и быка (САБ) со-
держат по 35 цистеинов, которые формируют 
17 дисульфидных мостиков, оставляя свобод-
ным Цис-34. Он локализован в гидрофобной 
полости глубиной около 1 нм домена I [Stew-
art et al., 2005]. Связывание одной и двух жир-
ных кислот (ЖК) существенно сказывается как 
на раскрытии полости Цис-34, так и на глобаль-
ном разворачивании структуры альбумина, что 
повышает подвижность атомных групп, форми-
рующих полость Цис-34.

Структурно-динамическое состояние моле-
кул альбумина характеризуется рядом обра-
тимых конформационных переходов в области 
нефизиологических значений рН. Повышение 
температуры до 55 °С также вызывает посте-
пенное и обратимое изменение конформации 
белка на уровне вторичной структуры. Наибо-
лее значимые изменения, обусловленные плав-
лением одного из доменов белка, проявляются 
около 42–43 °С [Rezaei-Tavirani et al., 2006; Iosin 
et al., 2011]. Для области 58–65 °С характер-
но резкое начало денатурационных процессов 
[Borzova et al., 2016]. Связывание ЖК в физио-

ied in the temperature range 17–72 °С K using electron paramagnetic resonance (EPR) 
spectroscopy of spin probes (SP). The temperature and kinetic dependences of EPR 
spectrum parameters for SA and ShC solutions and dispersions, as well as for their mix-
tures were obtained. The interaction of SA molecules with ShC nanoparticles has been 
shown to significantly affect the thermally induced protein conformational changes, which 
determine the ability of the Cys-34 SH group in SA to convert the NO group of the doxyl 
stearic fatty acid (FA) used as the probe to diamagnetic state. The temperature transi-
tions reflecting the SA conformational changes in the region of SP localization become 
less pronounced and shift toward higher temperatures in the presence of ShC. This may 
be due to a change in the redox balance of the SA molecules pool in the solution or disper-
sion, since ShC acts as an oxidant to SA. Therefore, ShC can also be considered an agent 
capable of affecting the degree of oxidation of Cys-34 of SA by free radicals, such as 
SP. ShC nanoparticles and SP compete with each other during the oxidation of Cys-34. 
Furthermore, the transfer of SP from SA to nanoparticles is facilitated due to the con-
formational transitions, whereby the reduction of the probe NO group by the protein SH 
groups is impeded. ShC nanoparticles can therefore be regarded as a factor regulating 
the redox balance in systems involving SA, including physiological media.

K e y w o r d s: aqueous carbon nanodispersion; globular protein; spin-labeled fatty acid; 
pre-denaturation temperature range.
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логических условиях также вызывает локальные 
и глобальные изменения, проявляющиеся как 
на уровне относительного взаимного смеще-
ния трех доменов структуры СА, так и в измене-
ниях меньшего масштаба в области SH-группы 
аминокислотного остатка Цис-34 [Turell et al., 
2013]. Считается, что тиоловая группа Цис-34 
способна находиться в двух микросостояни-
ях: восстановленная форма – преимущест-
венно в закрытой полости и окисленная – при 
раскрытии полости. Близлежащие аминокис-
лотные остатки Гис-39 и Тир-84 также влияют 
на реактивность тиоловой группы [Turell et al., 
2013]. Взаимодействие с ЖК, не находящими-
ся в непосредственном контакте с Цис-34, так-
же индуцирует конформационные изменения 
в его окружении, способствующие образова-
нию дисульфида [Gryzunov et al., 2003]. Окис-
ление альбумина и по другим аминокислотным 
остаткам влияет в некоторой степени на тер-
мостабильность белка, устойчивость к агрега-
ции и морфологию агрегатов [Sancataldo et al., 
2014].

По данным последних лет, различные нано-
частицы также оказывают заметное влияние 
как на оксидантные свойства альбумина, так 
и на его конформацию. Показано, что альбу-
мин адсорбируется на наночастицах практи-
чески любой природы, часто формируя бел-
ковую корону [Tsai et al., 2011; Chen, Wu, 2012; 
Roy, Das, 2014; Rajeshvari et al., 2014; Esfandfar 
et al., 2016]. При этом конформация белка мо-
жет изменяться, что определяется свойствами 
поверхности наночастиц и окружающего рас-
творителя [Chakraborty et al., 2011; Huang et al., 
2014]. Наночастицы могут как провоцировать, 
так и ингибировать агрегацию белка [Zaman 
et al., 2014]. Конформационные переходы мо-
гут значительно смещаться по температурной 
шкале [Iosin et al., 2011]. Подобные эффекты 
могут способствовать патологическим про-
цессам, связанным с конформационными за-
болеваниями [Zaman et al., 2014]. Они имеют 
самостоятельное значение для решения задач 
биомедицины и протеомики [Couto et al., 2017] 
либо используются для регуляции образования 
агрегатов при тепловой обработке белка в кли-
нических целях или для создания биосовмес-
тимых покрытий. При этом потенциал приме-
нения наночастиц особенно возрастает, если 
целенаправленно модифицировать их поверх-
ность биополимерами [Liu et al., 2010; Kavitha 
et al., 2014; Treuel et al., 2014].

В наших работах недавно было показано 
[Горюнов и др., 2016; Рожков, Горюнов, 2017], 
что наночастицы углерода, получаемые из при-
родного сырья – шунгитов с использованием 

методов зеленой химии [Rozhkova et al., 2016], 
также адсорбируют молекулы альбумина с об-
разованием белковой короны и конкурируют 
с молекулами белка в их способности связы-
вать и транспортировать жирные кислоты. Ос-
новным структурным элементом шунгитового 
углерода (ШУ) являются непланарные моле-
кулы, которые, как показывают данные цело-
го ряда экспериментальных методов [Шека, 
Рожкова, 2016], близки по свойствам к восста-
новленному оксиду графена (ВОГ) [Stankovich 
et al., 2007; Kim et al., 2011]. Наночастицы ШУ 
также образуют устойчивые водные диспер-
сии с концентрацией углерода до 0,1 мг/мл без 
дополнительной стабилизации ПАВ даже в фи-
зиологических средах и в условиях кипения 
воды [Rozhkova et al., 2016].

Гидрофобный спиновый зонд на основе 
стеариновой ЖК, образующий устойчивый ко-
ньюгат с сывороточным альбумином, успеш-
но используется для регистрации локальных 
и глобальных конформационных изменений 
белка в различных условиях [Pavićević et al., 
2014, 2017]. Так, при использовании спин-зон-
да в молярном отношении 1:1 были зафикси-
рованы локальные термоиндуцированные кон-
формационные изменения в диапазонах 15–23 
и 38–45 °С в зависимости от деривата ЖК [Mor-
risett et al., 1974]. Также было обнаружено, что 
глобальное разворачивание структуры альбу-
мина, вызванное связыванием ЖК, увеличива-
ет гибкость микроокружения Цис-34 [Pavićević 
et al., 2017], что сопряжено с его способностью 
к окислению [Wetzel et al., 1980]. Связанные ЖК 
осуществляют перманентную миграцию между 
центрами связывания и доменами белка [Gura-
chevsky et al., 2007; Muravsky et al., 2009; Junk 
et al., 2011].

Таким образом, исследование структурно-
динамического состояния СА методом спин-
зонда на основе ЖК призвано ответить на воп-
рос о наличии конформационных эффектов 
взаимодействия СА с углеродными наночас-
тицами из природного шунгитового горноруд-
ного сырья, а также о возможных механизмах 
такого взаимодействия, значимых с биоме-
дицинской и природоохранной точек зрения. 
С термоиндуцируемыми конформационными 
изменениями в СА, затрагивающими микро-
окружение свободной SH-группы цистеина, 
непосредственным образом связаны окисли-
тельно-восстановительные свойства альбу-
мина. При этом связывание с ЖК оказывает 
существенное влияние как на конформацию 
белка, так и на окисление сульфгидрильных 
групп [Takabayashi et al., 1983], при котором 
нитроксильный радикал спин-зонда восста-
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навливается (с потерей парамагнетизма) под 
влиянием взаимодействия с SH-группой бел-
ка [Wetzel et al., 1980], зависящим от кон-
формационного состояния микроокружения 
SH-группы, ее доступности зонду и раствори-
телю. Поэтому изучение термоиндуцирован-
ных конформационных изменений в системе 
«жирнокислотный спин-зонд – СА – наночас-
тицы ШУ» позволяет ответить на поставленный  
вопрос.

материалы и методы

Изучение конформационных переходов 
в молекуле СА и влияния на них взаимодей-
ствия СА с наночастицами углерода шунгита 
в водной дисперсии проводилось с примене-
нием гидрофобного спинового зонда на основе 
доксил-стеариновой ЖК (ДСК), который сорби-
ровался молекулами CА. Использовались зонд 
5-DOXIL-stearic acid (5DSA) (Sigma) и сыворо-
точные альбумины быка (САБ, PAA Laboratories 
GmbH) и человека (САЧ, 5-я фракция, Sigma), 
а также дисперсии ШУ с концентрацией угле-
рода 0,1 мг/мл, приготовленные согласно раз-
работанной методике [Рожкова, 2011]. Радиус 
наночастиц ШУ в водной дисперсии, опреде-
ленный по максимуму кривой распределения 
интенсивности динамического рассеяния све-
та по размерам, составлял 51 нм, дзета-потен-
циал наночастиц – около –30 мВ. Измерения 
проводились с помощью анализатора Nanosiz-
er NanoZS, Malvern.

Спектры ЭПР спин-зонда регистрирова-
лись на радиоспектрометре ЭПР Bruker EMX 
6/1 с термостатируемой ячейкой резонатора 
(± 0,2 °С) при амплитуде модуляции 1Гс и СВЧ 
мощности 12,6 мВт, при которых не наблюда-
лось насыщения сигнала. Изменение темпера-
туры осуществлялось со скоростью 0,2 градуса 
в минуту.

Спин-зонд, изначально растворенный в хло-
роформе, осаждался, образуя в ходе испаре-
ния растворителя пленку, на которую затем 
наносились растворы альбумина и дисперсии 
наночастиц ШУ. При этом часть зонда из плен-
ки связывалась с молекулами белка или нано-
частицами. Различные молярные соотношения 
зонд/белок были получены путем варьирования 
времени инкубации. При молярном отноше-
нии зонд/белок 1 : 1, рН водного раствора 7,4 
и концентрации белка 33 мг/мл альбумин пре-
терпевает конформационные изменения в диа-
пазонах температур 15–23 и 38–45 °С [Morrisett 
et al., 1974].

Относительная интегральная интенсив-
ность, полученная двойным интегрировани-

ем спектров, составляла 0,4 · 109 отн. ед. при 
соотношении зонд/белок 1 : 1. Спектр ЭПР 
спин-зонда, связанного молекулами САБ, ха-
рактеризовался наличием сильно уширенных 
A-компонент, которые обусловлены иммоби-
лизацией зонда, находящегося в гидрофобных 
полостях белка. На фоне А-компонент наблю-
дались узкие B-компоненты от спин-зондов, 
осуществляющих диффузию в поверхностных 
областях белка на границе с водным раство-
рителем (рис. 1). Доля таких зондов обычно 
не превышает 3 % для белка, не подвергавше-
гося денатурации. При необратимой денату-
рации и агрегации белка в результате отжига 
при 72 °С и охлаждения до 18 °С вклад В-ком-
понент спектра ЭПР зонда 5DSA заметно уве-
личивается. Зонды на основе ДСК достаточно 
жестко связаны с белком за счет адсорбции 
в неполярной полости белка, в связи с чем та-
кой параметр спектра, как величина тензора 
сверхтонкой структуры (СТС) 2Аzz, может быть 

Рис. 1. Спектры ЭПР спин-зонда на основе докcил-
стеариновой кислоты, связанной с молекулами 
бычьего сывороточного альбумина (БСА). Нижний 
спектр – БСА (17 мг/мл) при 17 °С. Этот спектр ана-
логичен спектру в присутствии 0,01 мг/мл нано-
частиц наноуглерода шунгита (ШУ) в дисперсии. 
Средний спектр – БСА после прогрева при 72 °С в те-
чение 3 мин и охлажденный до 18 °С. Верхний 
спектр – БСА после прогрева при 72 °С в течение 
3 мин в присутствии наночастиц ШУ и охлажденный 
до 18 °С. Отношение зонд/белок равно 2
Fig. 1. EPR spectra of doxylstearic acid spin-probe 
associated with bovine serum albumin (BSA) mol-
ecules. Lower spectrum is for BSA, 17 mg/ml at 
17 °С. The spectrum is analogous to the spectrum 
in presence of 0.01 mg/ml shungite nanocarbon (ShC) 
in the dispersion. Middle spectrum is for BSA after heat-
ing to 72 °С for 3 minutes and cooling to 18 °С. Upper 
spectrum is for BSA after heating to 72 °С for 3 min-
utes in presence of ShC nanoparticles and cooling 
to 18 °С. Ratio spin-probe/protein equals 2
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даже использован для оценки времени корре-
ляции вращательной диффузии молекулы бел-
ка и оценки индекса гидрофобности окружения 
нитроксильной группы зонда [Кузнецов, 1976]. 
При этом ЖК способны обмениваться центра-
ми сорбции на белке [Gurachevsky et al., 2007], 
что также может вносить вклад в возникнове-
ние В-компоненты спектра.

При соотношении зонд/белок более 2 : 1 
(интегральная интенсивность > 0,9 · 109 отн. 
ед.) и концентрации белка более 50 мг/мл уз-
ких компонент в спектре не наблюдалось. Это 
обусловлено уширением, связанным с вкла-
дом обменных взаимодействий зондов [Gura-
chevsky et al., 2007; Junk et al., 2011]. При этом 
основные параметры спектра ЭПР (величина 
2Azz, определяемая как расстояние между край-
ними компонентами спектра в единицах напря-
женности поля, а также амплитуда и ширина 
центральной компоненты) монотонно изменя-
лись с температурой и практически не зависе-
ли от присутствия или отсутствия ШУ. Поэтому 
для регистрации эффектов взаимодействия 
белка с наночастицами и сопряженных конфор-
мационных изменений белка подбирали на-
именьшую величину отношения зонд/белок/на-
ночастица, обеспечивающую, с одной стороны, 
приемлемое отношение сигнал/шум в спектрах 
ЭПР, а с другой – минимальное влияние на кон-
формационное состояние молекул альбумина 
[Pavićević et al., 2017].

Исследования выполнены на научном обо-
рудовании Центра коллективного пользования 
Федерального исследовательского центра «Ка-
рельский научный центр Российской академии 
наук».

результаты и обсуждение

На рис. 2 представлена температурная за-
висимость изменения нормированных ампли-
туд А и В компонент спектра ЭПР спин-зонда, 
связанного с молекулами БСА, а также интег-
ральной интенсивности этого спектра. Темпе-
ратурное поведение амплитуд А и В компонент 
отражает в первую очередь обычный термоак-
тивационный процесс увеличения подвижности 
зонда. Вместе с тем поведение интенсивности 
А и В компонент не описывается законом Арре-
ниуса (экспонентой). Кроме того, при темпе-
ратурах выше 320 К (47 °С) зависимость амп-
литуды А-компоненты вместе с интегральной 
интенсивностью спектра заметно отклоняется 
от линейности в сторону уменьшения, тогда как 
зависимость В-компоненты – в сторону увели-
чения. Это обусловлено тем, что В-компонента 
вносит незначительный вклад в интегральную 

интенсивность и указывает на перераспреде-
ление А и В состояний в области 320 К (47 °С). 
Такое перераспределение вероятно связано 
с конформационным переходом в молекуле 
альбумина в данном температурном интер-
вале, обычно наблюдаемом после 42 °С [Iosin 
et al., 2011].

На рис. 3 показана температурная зависи-
мость изменения нормированных интеграль-
ных интенсивностей спектров ЭПР спин-зонда 
5DSA для трех разных систем: зонд на альбу-
мине в водном растворе, зонд на альбумине 
в присутствии наночастиц ШУ и зонд на нано-
частицах ШУ. Обычно интенсивность централь-
ной линии спектров ЭПР зондов (или меток) 

Рис. 2. Температурные зависимости параметров ЭПР 
спектра спин-зонда на основе докcилстеариновой 
кислоты, связанной с молекулами бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА): амплитуда В-компоненты 
спектра (1); амплитуда А-компоненты (2); интеграль-
ная интенсивность спектра (3). Концентрация бел-
ка – 20 мг/мл в дистиллированной воде. Кривая (1) 
аппроксимирована сигмоидой, начальные участки 
кривых (2) и (3) аппроксимированы прямыми, чтобы 
показать отклонение зависимостей от линейности 
при температурах выше 320 К (47 °С). На этом и по-
следующих рисунках представлены значения спект-
ральных характеристик, нормированные на исходные 
значения при минимальной  температуре
Fig. 2. Temperature dependences of the EPR spectrum 
parameters of the doxylstearic acid spin probe associ-
ated with bovine serum albumin (BSA) molecules: ampli-
tude of spectrum B-component (1); amplitude of spec-
trum A-component (2); integral intensity of the spectrum 
(3). Protein concentration is 20 mg/ml in distilled water. 
Curve (1) is approximated by sigmoid line; the initial 
parts of curves (2) and (3) are approximated by straight 
lines to show the deviation of the dependences from lin-
earity at temperatures above 320 K (47 °С). This figure 
and the following ones show the values of the spectral 
characteristics normalized to the initial values at mini-
mum temperatures
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в водных растворах растет практически линей-
но с температурой вследствие уменьшения 
концентрации кислорода в растворе, который 
уширяет спектр ЭПР при пониженных тем-
пературах (до температур замерзания воды) 
и снижает его интенсивность. При этом шири-
на линии с уменьшением температуры растет. 
Однако интегральная интенсивность спектра, 
получаемая в результате двойного интегриро-
вания, как и интенсивность центральной линии, 
растет линейно с повышением температуры. 
Так, кривая 3 на рис. 3 характеризует линей-
ное увеличение интегральной интенсивнос-
ти спектра ЭПР спин-зонда 5DSA, связанного 
с наночастицами ШУ, во всем исследованном 
температурном диапазоне. Значительный раз-
брос данных при температурах 295–310 К обус-
ловлен высоким отношением сигнал/шум для 
дисперсии ШУ, сорбционная емкость которой 

при концентрации ШУ 0,1 мг/мл значительно 
ниже, чем дисперсии альбумина при концент-
рации 25 мг/мл. Кривые 1 и 2 на рис. 3, отража-
ющие поведение интегральной интенсивности 
спектра ЭПР спин-зонда, связанного с белком, 
отклоняются от линейности в сторону умень-
шения при температурах выше 315 К (42 °С) как 
при отсутствии, так и в присутствии ШУ. Откло-
нения обусловлены уменьшением числа спин-
зондов в парамагнитном состоянии вследствие 
восстановления доксильной NO-группы зонда 
и превращения в диамагнитный гидроксила-
мин. Это происходит в результате взаимодей-
ствия NO-группы зонда с SH-группой Цис-34 
альбумина [Wetzel et al., 1980]. Однако в при-
сутствии ШУ отклонение выражено в значи-
тельно меньшей степени, чем при его отсут-
ствии.

На рис. 4 представлены данные о влиянии 
наночастиц ШУ на температурные зависи-
мости интегральной интенсивности спектров 
ЭПР 5DSA, связанных с альбумином человека 
в солевом растворе при концентрациях бел-
ка, отличающихся в два раза, и различных рН. 
Здесь вновь имеет место отклонение зависи-
мостей от линейного термоактивационного 
роста интегральной интенсивности, связанно-
го с повышением подвижности зонда, в сто-
рону меньших значений. Оно начинается для 
концентрации СА 25 мг/мл (рис. 4, а) от тем-
ператур 313–315 К (40–42 °С) и особенно за-
метно при температурах выше 325 К (52 °С). 
При температуре около 42 °С и физиологи-
ческом рН в СА имеет место конформаци-
онный переход, сопряженный с частичным 
раскрытием полости, где находится Цис-34 
[Rezaei-Tavirani et al., 2006; Iosin et al., 2011]. 
Для концентрации 50 мг/мл (рис. 4, б), более 
близкой к физиологическим значениям, харак-
терным для сыворотки крови, отклонение про-
исходит на 7–10 градусов ниже – в диапазоне 
308–320 К (35–47 °С), куда входят и физиологи-
ческие температуры. Изломы на зависимостях 
для 50 мг/мл, определяемые путем линейной 
аппроксимации отдельных участков кривых, 
соответствуют термоиндуцированным кон-
формационным переходам СА. И в этом случае 
отклонение, вероятно, связано со снижением 
числа спин-зондов в парамагнитном состоянии 
вследствие восстановления доксильной NO-
группы зонда до диамагнитного гидроксилами-
на при взаимодействии с SH-группой Цис-34 
альбумина. Так может проявляться повышение 
доступности Цис-34 для нитроксильной груп-
пы 5DSA при раскрытии полости Цис-34 в ходе 
конформационного перехода. При этом NO-
группа зонда начинает восстанавливаться до 

Рис. 3. Температурные зависимости интегральной 
интенсивности спектров ЭПР спин-зонда на основе 
докcилстеариновой кислоты (5DSA): (1) спин-зонд, 
связанный с молекулами сывороточного альбумина 
человека (САЧ); (2) то же в присутствии наночастиц 
углерода шунгита (ШУ); (3) спин-зонд, связанный 
с наночастицами ШУ. Концентрация наночастиц ШУ 
в дисперсии – 0,01 мг/мл; концентрация белка в вод-
ном растворе 25 мг/мл. Кривая 3 и начальные участ-
ки кривых 1 и 2 аппроксимированы прямыми, чтобы 
показать отклонение зависимостей от линейности 
при температурах выше 315 К (42 °С)
Fig. 3. Temperature dependences of the integral in-
tensity of the EPR spectrum of doxylstearic acid spin 
probe (5DSA): (1) spin probe associated with human 
serum albumin (HSA) molecules; (2) the same in pres-
ence of shungite carbon (ShC) nanoparticles; (3) spin 
probe associated with ShC nanoparticles. Concentration 
of ShC nanoparticles in dispersion is 0.01 mg/ml; pro-
tein concentration in dispersion 25 mg/ml. Curve 3 
and the initial parts of curves 1 and 2 are approximated 
by straight lines to show the deviation of the dependenc-
es from linearity at temperatures above 315 К (42 °С)



44

гидроксиламина либо при ее диффузии между 
центрами посадки [Muravsky et al., 2009], либо, 
что более вероятно, при взаимодействии 5DSA 
и Цис-34, находящихся на разных молекулах 
белка. Образование белковой короны вокруг 
наночастиц ШУ может приводить к тому, что 
конформационный переход происходит в диа-
пазоне 5–7 градусов [Tsai et al., 2011].

Данные также свидетельствуют о выра-
женной зависимости термоиндуцированных 
конформационных переходов, сопряженных 
с окислением Цис-34, от условий эксперимен-
та (концентрация белка, зонда, состава раство-
рителя). Так, степень снижения интегральной 
интенсивности, отражающей степень восста-
новления зонда с ростом температуры, значи-
тельно увеличивается при повышении концен-
трации белка в два раза (рис. 4, б). Это согла-
суется с предложенным объяснением эффекта 
окислением Цис-34: больше белка – значит, 
больше Цис-34, значит, больше восстановлен-
ного спин-зонда.

Так же, как и по данным рис. 3, отклонение 
от линейности на рис. 4 выражено в меньшей 
степени в присутствии наночастиц ШУ в белко-
вом растворе. Этот эффект также существен-
но более выражен при большей концентрации 

белка (рис. 4, б). Под влиянием взаимодей-
ствия с наночастицами ШУ переходы СА сдви-
гаются при концентрации СА 50 мг/мл вверх 
по шкале температур на 7–10 градусов. Пре-
дотвращение сопряженных с ними процессов 
потери парамагнетизма спин-зондов в присут-
ствии наночастиц ШУ проявляется в этих усло-
виях особенно ярко.

На рис. 5 показано изменение со временем 
в течение 60 минут числа парамагнитных цент-
ров в растворе САЧ при отсутствии и в присут-
ствии наночастиц ШУ при температуре 62 °С. 
Данные указывают, что в присутствии ШУ ско-
рость уменьшения числа парамагнитных цен-
тров значительно ниже, чем в растворе белка 
без ШУ. Это согласуется с данными рис. 3 и 4.

Ранее нами было показано, что наночасти-
цы углерода, в том числе ШУ, способны вызы-
вать концентрационно-зависимое окисление 
гемоглобина в растворе [Горюнов, Борисова, 
2014]. Это позволяет считать, что и в данном 
случае наночастицы ШУ могут выступать по от-
ношению к Цис-34 в качестве окислителя наря-
ду со спин-зондом, что приводит к снижению 
степени восстановления спин-зонда в присут-
ствии ШУ. Из выраженной зависимости эффек-
тов окисления Цис-34 и восстановления зонда 

Рис. 4. Температурные зависимости интегральной интенсивности спектра ЭПР спин-зонда на основе до-
кcилстеариновой кислоты (5DSA), связанной с молекулами сывороточного альбумина человека (САЧ), при 
отсутствии (1) и в присутствии наночастиц углерода шунгита (ШУ) в растворе белка: а) концентрация бел-
ка в водном растворе 25 мг/мл, 0,01 М фосфатный буфер, 0,15 М NaCl, рН 7,4, отношение зонд/белок 2,5; 
б) концентрация белка 50 мг/мл, 0,1 М NaCl, рН 6, отношение зонд/белок 1. Концентрация наночастиц ШУ 
в водной дисперсии – 0,01 мг/мл. Участки кривых аппроксимированы прямыми, чтобы показать отклонение 
зависимостей от линейности и термоиндуцированные переходы
Fig. 4. Temperature dependences of the integral intensity of the EPR spectrum of doxylstearic acid spin probe (5DSA) 
associated with human serum albumin (HSA) molecules in absence (1) and in presence (2) of shungite carbon (ShC) 
nanoparticles in protein solution: a) protein concentration in water solution 25 mg/ml, 0.01 М PBS, 0.15 M NaCl, 
pH 7.4, ratio spin-probe/protein equals 2.5; b) protein concentration 50 mg/ml, 0.1 M NaCl, pH 6; ratio spin-probe/
protein equals 1. Concentration of ShC nanoparticles in dispersion is 0.01 mg/ml. The segments of curves are ap-
proximated by straight lines to show the deviation of the dependences from linearity and thermoinduced transitions
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в присутствии наночастиц ШУ от концентрации 
белка можно сделать еще два важных вывода. 
Во-первых, способность спин-зонда и наночас-
тиц ШУ окислять Цис-34 сравнима при данном 
соотношении белок/спин-зонд/ШУ. Во-вторых, 
количество центров на наночастицах ШУ при 
концентрации 0,01 мг/мл, способных восста-
навливаться за счет окисления Цис-34, имеет 
тот же порядок величины, что и концентрация 
спин-зонда в нашем эксперименте (пример-
но 0,001 М), поскольку эти центры реагируют 
своим восстановлением на повышение кон-
центрации белка в два раза в той же степени, 
что и спин-зонды (рис. 4). Кроме того, эти ре-
зультаты дают основания считать, что именно 
изменение окислительно-восстановительного 
баланса совокупности молекул СА в растворе 
или дисперсии приводит к смещению конфор-
мационных переходов в СА по температурной 
шкале, как об этом упоминалось выше.

Поскольку наблюдаемые эффекты связаны 
с предденатурационными конформационными 
изменениями СА, необходимо рассмотреть, как 
сказывается на восстановлении спин-зонда 5DSA 
более глубокая денатурация белка. В таблице 
приведены данные по изменению числа пара-
магнитных центров и отношения интенсивностей 
А и В компонент спектра ЭПР спин-зонда 5DSA, 
связанного с молекулами СА, полученные в про-
цессах периодического отжига растворов альбу-
мина путем нагрева и последующего охлаждения 
при отношении зонд/белок более 2:1.

Из данных таблицы и рис. 5 следует, что по-
сле первого отжига число спин-зондов в пара-
магнитном состоянии уменьшается; в присут-

ствии же ШУ это снижение заметно меньше 
(0,79 и 0,83 соответственно). Возможно, это 
связано с ограничением подвижности 5DSA 

Влияние наночастиц углерода шунгита (ШУ) на параметры спектра ЭПР спин-зонда (доксилстеариновой 
кислоты), связанного с молекулами сывороточного альбумина человека (САЧ), при периодическом отжиге 
водных дисперсий
Effect of shungite carbon (ShC) nanoparticles on the parameters of the EPR spectrum of the spin probe (doxyl stearic 
acid), associated with human serum albumin (HSA) molecules, during periodic annealing of aqueous dispersions

Условия
отжига

Annealing conditions
18 °С

72 °С (180 c) и охлаждение до 18 °С
72 °С (180 s) and cooling to 18 °С

61 °С (180 c) и 120 час 
по охлаждении до 18 °С
61 °С (180 s) and 120 hrs 

after cooling to 18 °С
сразу
immed

12 час
12 hrs

96 час
96 hrs

I, 109

Отн. ед.
Arb.
units

САЧ
HSA 0,96 0,79 0,78 0,78 0,96

САЧ+ШУ
HSA+
ShC

0,96 0,83 - 0,78 0,96

А/В

САЧ
HSA 7,7 2,3 2,7 6,2 1,4

САЧ+ШУ
HSA+
ShC

7,7 2,4 - 5,1 1,4

Примечание. I – относительная интегральная интенсивность спектра ЭПР (ст. погрешн. ± 2 107); А/В – отношение амплитуд 
(интенсивностей) А и В компонент спектра (ст. погрешность 0,1).
Note. I is the relative integral intensity of the EPR spectrum; A/B – ratio of the amplitudes (intensities) of A and B spectrum compo-
nents.

Рис. 5. Кинетика интегральной интенсивности спек-
тра ЭПР спин-зонда на основе доксилстеариновой 
кислоты (5DSA), связанной с молекулами сывороточ-
ного альбумина человека (САЧ), для (1) раствора САЧ, 
(2) раствора САЧ с наночастицами углерода шунгита 
(ШУ). Концентрация наночастиц ШУ в дисперсии – 
0,01 мг/мл; концентрация белка 25 мг/мл. 0,01 М 
фосфатный буфер, 0,15 М NaCl, рН 7,4. Температура 
335 К (62 °С). Отношение зонд/белок 2
Fig. 5. Kinetics of the integral intensity of the EPR spec-
trum of doxylstearic acid spin probe (5DSA) associated 
with human serum albumin (HSA) molecules for (1) HSA 
solution, (2) HSA solution with nanoparticles of shun-
gite carbon (ShC). Concentration of ShC in dispersion 
is 0.01 mg/ml, protein concentration 25 mg/ ml.0.01 M 
PBS, pH 7.4. Temperature is 335 К (62 °С). Ratio spin-
probe/protein equals 2
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при образовании белковой короны и, соответ-
ственно, взаимодействия NO-группы зонда 
с SH-группами белка. При последующем варь-
ировании температуры заметных изменений 
числа парамагнитных зондов не происходит, 
в том числе и в присутствии ШУ. Очевидно, до-
минирующим явлением в этом случае стано-
вится агрегация белка. При этом растет вклад 
В-компоненты в присутствии ШУ после 4-днев-
ной экспозиции при 18 °С (А/В = 6,2 против 
А/В = 5,1). Это может быть связано с перехо-
дом части молекул 5DSA с белка на наночас-
тицы углерода, поскольку влияние наночастиц 
ШУ на температуру конформационных перехо-
дов может отражаться и на степени сродства 
5DSA к белку. Такой переход способен пред-
отвращать восстановление NO-групп зонда до 
гидроксиламина SH-группами Цис-34.

Часто температурные зависимости пара-
метров спектров ЭПР зондов, связанных с бел-
ком, имеют отклонения от линейности [Mor-
risett et al., 1974] либо аномалии [Кузнецов, 
1976; Рожков, Кяйвяряйнен, 1985]. Они могут 
быть обусловлены влиянием по крайней мере 
трех основных обстоятельств: 1) конформаци-
онными изменениями в области локализации 
зонда; 2) образованием олигомеров в резуль-
тате поперечных сшивок молекул белка в про-
цессе окисления SH-групп, 3) фазовым пере-
ходом типа жидкость-жидкость, сопряженным 
с развитием флуктуаций концентрации и обра-
зованием белковых кластеров [Рожков, 1988; 
San Biagio et al., 1999]. Относительные вклады 
этих процессов зачастую тесно взаимосвяза-
ны и сопряжены как с изменением белок-бел-
кового взаимодействия, так и с образованием 
агрегатов. Мы ограничили задачу данной рабо-
ты рассмотрением тех аспектов эксперимента, 
которые имеют непосредственное отношение 
к термоиндуцированным конформационным 
переходам белка и влиянию на них наночастиц 
ШУ. Также сделан акцент на том, какое прояв-
ление конформационные переходы СА могут 
получить в условиях взаимодействия с нано-
частицами ШУ, как они могут дополнительно 
высветить воздействие НЧ ШУ на СА.

Заключение

Представленные результаты показывают, 
что ШУ способен оказывать заметное влияние 
на конформационные переходы СА, связанные 
с частичным разворачиванием структуры белка 
и изменением экспонированности аминокис-
лотного остатка Цис-34 домена I, что проде-
монстрировано для двух типов СА – человека 
и быка. Это проявляется, с одной стороны, 

в снижении выраженности соответствующих 
температурных переходов на зависимостях па-
раметров спектра ЭПР, а с другой, в повыше-
нии температуры переходов на 5–10 °С. При 
этом ШУ выступает как окислитель по отноше-
нию к СА и может рассматриваться как агент, 
способный влиять на степень окисления Цис-
34 СА свободными радикалами, как показано 
в настоящей работе для радикала 5DSA. На-
ночастицы ШУ и спин-зонды ДСК конкурируют 
между собой в процессе окисления Цис-34. 
Это дает основания для использования ШУ для 
регуляции окислительно-восстановительно-
го баланса совокупности молекул СА в той или 
иной системе, включая физиологические сре-
ды, и требует дополнительных исследований. 
Обмен белком между короной ШУ и раствором 
обусловливает обратимый перенос ЖК между 
альбуминами и ШУ, чему также способствует 
частичное разворачивание конформации СА 
с ростом температуры. Сорбция молекул белка 
наночастицами ШУ может быть фактором окис-
ления СА и влиять на температуру его конфор-
мационных изменений, в свою очередь сказы-
вающихся на окислении.

Таким образом, данные по взаимодействию 
наночастиц ШУ с сывороточными альбуминами 
подтверждают, что при взаимодействии рас-
творимого белка с наноструктурами углерода 
возникает целый ряд физиологически потен-
циально значимых эффектов: от окислитель-
но-восстановительных до конформационных. 
Среди них – влияние на связывание и обмен 
лигандов, что представляет интерес как с био-
медицинской, так и с природоохранной точ-
ки зрения. Сывороточный альбумин, участвуя 
в транспорте жирных кислот в плазме крови, 
отличается неполным и переменным насыще-
нием центров их связывания на белке. Изуче-
ние взаимодействия СА с таким малоизучен-
ным с точки зрения биологических взаимо-
действий, но все более широко применяемым 
в различных технологиях наноматериалом, как 
водная нанодисперсия углерода шунгита, не-
обходимо для выяснения возможностей его 
использования в целях воздействия на пере-
нос ЖК и окислительно-восстановительные 
свойства. Одной из наиболее информативных 
и непосредственных возможностей такого ис-
следования является применение метода ЭПР 
гидрофобного спин-зонда.

Финансовое обеспечение исследований 
осуществлялось из средств федерального 
бюджета на выполнение государственного за-
дания КарНЦ РАН (0221-2017-0044).
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