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(Представлено академиком Я- О. Парнасом 8 VI 1947)

Известно, что нативный яичный альбумин не дает реакции с нитро­
пруссидом натрия, порфириндином и феррицианидом на присутствие 
сульфгидрильных групп, которые легко обнаруживаются с помощью 
тех же реагентов при денатурации этого белка.

Вызываемое денатурацией изменение находится, повидимому, в не­
посредственной связи с нарушениями в структуре молекул белка.

Согласно представлениям Мирского и Паулинга (*), SH-группы не 
могут быть химически определены в нативном яичном альбумине 
потому, что, будучи сосредоточены внутри молекул, они защищены 
там от воздействия специфических для них реагентов. В результате 
денатурации конфигурация молекул изменяется. Молекулы вытяги­
ваются, SH-группы вследствие этого раскрываются и становятся до­
ступными для реагентов, а следовательно, и для количественного 
определения.

В случае правильности высказанного взгляда, естественно предпо­
ложить, что денатурация вызовет повышение реактивности не только 
сульфгидрильных, но и других белковых групп, частично или полно­
стью расположенных внутри компактных глобулярных молекул.

Подобные высказывания делались уже неоднократно (1-3), однако, 
до сих пор никем еще не были получены убедительные эксперимен­
тальные доказательства этого положения.

Излагаемые в настоящем сообщении исследования посвящены изу­
чению реактивности пептидных связей в яичном альбумине при посте­
пенной его денатурации. В частности, было проведено сопоставление 
интенсивности энзиматической гидролизуемости этих связей с возник­
новением определяемых в нейтральных условиях SH-rpynn.

Кристаллический альбумин для опытов готовился из свежих кури­
ных яиц по методу Барановского (4). В качестве денатурирующего 
фактора применялась мочевина (препарат фирмы Кальбаум — Шеринг). 
Степень денатурации белка контролировалась по оптической активно­
сти и вязкости его растворов.'

Мерой реактивности пептидных связей в белке служил показатель 
их гидролизуемости папаином (препарат фирмы Hema Orug С°, США). 
Этот фермент выбран потому, что поданным Лайнуивера и Гувера (2), 
подтверждаемым личными наблюдениями автора, он не денатурируется 
высокими концентрациями мочевины.

Исходный раствор белка не содержал в отношении папаина анти- 
энзимного фактора. От прибавления его к денатурированной темпера- 
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TVDoft и потому легко расщепляемой пробе альбумина скорость гид­
ролиза последнего папаином не нарушалась. Для большей убедитель­
ности интенсивность гидролиза белка учитывалась различнымисш>собами.

а) по нарастанию карбоксильных групп (титрованием реакционной 
смеси NaOH в спиртовом растворе по Вильштэттеру и
Лейтцу; б) тирозиновым методом по Ансону ( ) и в) по оп „ 
активности перешедших в раствор, не осаждаемых /РиХЛЗУк^ 
кислотой продуктов распада белка (по Виннику и Гринбергу

Реактивность сульфгидрильных групп определялась при рп —о,о 
при помощи феррицианида, по Мирскому (7).

Результаты исследований частично представлены в таол. i, z.
J Таблица!

Гидролизуемость белка папаином
Условия опыта: конц. белка - 1,59%; pH = 7 (фосф, буфер); на 26 мл смеси 

добавлялось 30 мг папаина и 10 мг цистеина; температура опыта 35 С

П р и м е ч а н и е: р=7^^^

Г и д р о л и 3

в мл 0,05 N NaOH в мг тирозина В показа­
нии опти­

ческой 
активы.на 2 мл реакц. смеси при экспоз. в минутах

15 30 60 120 1 15 60 120 60

Нативный белок.......................
--мочевина (0,25 г на мл)
--мочевина (0,5 г на мл) 
— мочевина (0,75 г на мл) 
— мочевина (1 г на мл) •

0,02 
0,02 
0,10 
0,11 
0,12

0,02 
0,02 
0,10 
0,14
0,28

0,02 
0,02 
0,10 
0,24 
0,37

0,02 
0,02 
0,13 
0,30 
0,41

0,00 
0,00 
0,05 
0,12 
0,14

0,00 
0,00 
0,05 
0,17 
0,22

0,00 
0,00 
0,05 
0,17 
0,29

-0,10
—0,09
—0,39
-0,60
-1,00

В н™* " ПР° 
ди^сь определение угла вращения поляриметром при D-натриевои линии.

Изменение оптической активности, вязкости и содер­
жания SH-r рупп в яичном альбумине при денатураци

Таблица 2

—--------
Относит, 
вязкость

SH-rpynna 
в °/0 цистеина

Нативный белок....................... ...
ф- мочевина (0,25 г на мл) 
ф- мочевина (0,5 г на мл) . 

мочевина (0,75 г на мл) 
мочевина (1 г на мл)
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1,066 
1,078 
1,148 
1,495 
1,690

0,04 
0,07 
0,34 
0,69 
0,93

определяласьПримечание: Оптическая активность 
при D-натриевой линии при 

Вязкость определялась 1 
20+0,2° С; конц. белка 1,54%.

теская активность определялась поляриметром фирмы Адам-Хильгера 
комнатной температуре в присутствии *“*• W L 7 при

вискозиметром Оствальда в присутствии <рссф. буфера pH - при

При рассмотрении таблиц прежде всего следует отметить, что все 
применявшиеся для учета гидролиза белка методы дали в общем одно­
значные показания. В пробах нативного белка в течение 60 минут 
гидролиз полностью или почти полностью отсутствует. Некоторая, 
весьма незначительная расщепляемость их, отмеченная по истечении 
15 минут, несомненно объясняется их загрязнением примесью денату­
рированного белка. SH-группы в соответствующей пробе альбумина 
обнаружены в ничтожно малом количестве.
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Почти не было гидролиза и в пробах белка, обрабатывавшихся 
■самой низкой дозировкой мочевины (0,25 г на мл). При этой дозировке 
мочевина не оказывала существенного влияния (оптическая активность, 
вязкость и содержание SH-групп в белке заметно не изменялись).

При последующей, более высокой концентрации мочевина вызы­
вала уже значительное денатурирующее действие, на что . указывает 
повышение оптической активности и вязкости соответствующих бел­
ковых растворов (табл. 2). Характерно, что при воздействии на белок 
этой концентрацией мочевины наблюдалось также существенное по­
вышение степени энзиматического гидролиза белка, а также и содер­
жания в нем SH-групп. При дальнейшем увеличении концентрации 
мочевины расщепляемость белка, а также и содержание в нем SH-rpynn 
постепенно возрастает, что в полной мере согласуется с изменением 
в соответствующих пробах показателей оптической активности и вяз­
кости растворов белка.

Из сопоставления показателей оптической активности, вязкости, 
энзиматического гидролиза и содержания SH-групп (табл. 1 и 2) между 
собой видно, .что все они закономерно изменяются в процессе посте­
пенной денатурации яичного альбумина. Эти показатели согласованно 
характеризуют различные стороны одного и того же процесса изме­
нения белка, а именно: повышение вязкости указывает на увеличение 
асимметрии белковых молекул; резкое увеличение оптической актив­
ности свидетельствует о наличии весьма существенных структурно­
химических изменений в белковых молекулах, а возникновение опре­
деляемых в нейтарльной среде SH-групп в белке и изменение 
(понижение) энзиматической устойчивости говорят о повышении до­
ступности различных участков белковой молекулы по отношению к 
специфическим.

Таким образом, в результате рповеденной работы, получены новые 
данные, характеризующие обусловленные денатурацией изменения 
в реактивности белковых групп. В частности, показано что постепен­
ному повышению расщепляемости папаином соответствующих пептид­
ных связей в яичном альбумине в процессе его денатурации соответ­
ствует нарастание в нем SH-rpynn.

Пользуюсь случаем выразить благодарность проф. В. Н. Ореховичу 
за ценные указания и содействие в проведенной работе.
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