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Диэлектрическими и оптическими методами выявлена сложная природа фазовых превращений гло-

була−клубок−клубковый ассоциат в растворах человеческого сывороточного альбумина. Получены импе-

дансметрические и нефелометрические кривые температурных зависимостей параметров фазовых превраще-

ний в альбумине, введенном в стандартный физиологический раствор. Импедансметрическим методом выяв-

лен двухстадийный механизм фазового перехода глобула−клубок, а нефелометрическим методом установлен

двухстадийный механизм фазового перехода клубок−клубковый ассоциат. Определены концентрационные

зависимости критических индексов и температур обоих фазовых переходов.
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Введение

В последнее десятилетие доказана связь многих серь-

езных нейродегенеративных заболеваний живых орга-

низмов с изменением конформации белковых молекул,

входящих в состав биологических жидкостей и, в частно-

сти, спинно-мозговой жидкости. К таким заболеваниям,

обозначаемым как конформационные, относятся хорея

Хантингтона, болезни Альцгеймера и Паркинсона [1].
На сегодняшний день подобные нейродегенеративные за-

болевания неизлечимы, однако общепризнана необходи-

мость ранней диагностики таких заболеваний. Поэтому

представляется актуальным исследование механизмов

процессов, позволяющих осуществлять ранний контроль

конформационных изменений белковых молекул. При

этом несмотря на развитие новейших методов нейро-

визуализации исследование биофизических параметров

спинномозговой жидкости остается одним из важнейших

методов диагностики патологических состояний, возни-

кающих при нейрохирургических заболеваниях [2].

Главным белком в составе ликвора, выполняющим

основные биологические функции, является альбумин,

находящийся, наряду с другими компонентами, в физио-

логическом растворе, представляющем собой несущую

основу спинномозговой жидкости [2]. В связи со сказан-

ным контроль состояния основных белков ликвора яв-

ляется актуальной задачей. Указанный контроль может

быть осуществлен как электрическими, так и оптиче-

скими методами, причем эти методы, взаимно дополняя

друг друга, контролируют различные биофизические

параметры фазовых превращений в растворах белков.

Поэтому целью настоящей работы явилась постановка

экспериментов, исключающих влияние на результаты

опыта других составных частей ликвора и позволяющих

определять параметры фазовых превращений в молеку-

лах белка — альбумина, помещенных в стандартный

физиологический раствор.

1. Образцы

Человеческий сывороточный альбумин представля-

ет собой глобулярный белок с молекулярной массой

69 kDa, состоящий из 585 аминокислотных остатков. Его

цепь образует 9 петель, уложенных в 3 относительно

независимых домена. Третичная структура альбумина

зафиксирована 17 дисульфидными мостиками [3].
Образцы для описываемых в настоящей работе экс-

периментов были получены последовательным разбавле-

нием исходного препарата человеческого сывороточного

альбумина. Препарат альбумина производства ФГУП

”
НПО

”
Микроген“ Минздрава России представлял со-

бой 10% раствор в дистиллированной воде человеческо-

го сывороточного альбумина, в который добавлены хло-

ристый натрий (NaCl) (150mmol/l) и каприловокислый

натрий C7H15COONa (17mmol/l).

2. Методика эксперимента

В наших исследованиях применялись два макроскопи-

ческих метода исследования: импедансметрия и нефело-

метрия, воспринимающих раствор альбумина как сплош-

ную среду и контролирующих температурные изменения

макроскопических параметров этой среды. Так, метод

импедансметрии позволяет наблюдать за термической

трансформацией усредненной диэлектрической прони-

цаемости среды, а метод нефелометрии — за терми-

ческим изменением усредненного сечения рассеяния

света макроэлементами среды. При этом использован-

ные методы не позволяют контролировать термическую
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трансформацию свойств отдельных микроэлементов сре-

ды. С учетом того обстоятельства, что низкочастотная

поляризуемость как альбуминовых глобул, так и клубков

невелика [3], метод термоимпедансметрии контролирует

главным образом макроскопический дипольный момент

растворителя, поляризуемость молекул которого на по-

рядки выше, и позволяет тем самым опосредованно

исследовать изменение состояния белковых глобул, на-

пример, при фазовом переходе глобула−клубок. Эта

способность определяется радикальным уменьшением

усредненной диэлектрической проницаемости раствора

ввиду резкого падения концентрации свободных моле-

кул воды при фазовом переходе глобула−клубок. Эти

молекулы, вовлекаемые в структуру гидратной оболочки

клубка, теряют способность к ориентационной поля-

ризуемости, тогда как деформационная поляризуемость

молекул воды мала [3].

Аналогичное утверждение справедливо по отношению

к методу нефелометрии. А именно белковый клубок,

окруженный гидратной оболочкой, не способен рассе-

ивать оптическое излучение видимого диапазона ввиду

своего малого размера, на порядки меньшего длины

световой волны. Резкое возрастание сечения рассеяния

возникает лишь при приближении размера клубково-

го ассоциата, формируемого слипающимися белковыми

клубками, к длине световой волны, что и фиксиру-

ется методом нефелометрии. Таким образом, метод

нефелометрии, как и термоимпедансметрический метод,

опосредованно контролирует процессы фазовых превра-

щений, но в данном случае уже процессы слипания

альбуминовых клубков в клубковый ассоциат.

2.1. Метод термоимпедансметрии

Для исследования электрических свойств раствора

альбумина в работе использована разработанная в ФТИ

им. А.Ф. Иоффе установка для измерения температурной

зависимости электрического импеданса биологических

жидкостей [4]. Схема установки представлена на рис. 1.
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Рис. 1. Блок-схема термоимпедансметрической установки и

ее электрическая эквивалентная схема. 1 — измерительная

кювета, 2 — нагреватель, 3 — блок питания нагревателя, 4 —

измеритель температуры, 5 — генератор, 6 — фазометр, 7 —

регистрирующее устройство.

Частота колебаний напряжения, подаваемого на кюве-

ту (частота регистрации), 3.6MHz, амплитуда напряже-

ния 800mV, диапазон изменения температуры кюветы

20−100◦C. Измерительная кювета представляла собой

цилиндрический конденсатор с зазором между обкладка-

ми 1mm, высотой 20mm и наружным диаметром зазора

15mm; объем исследуемой жидкости равнялся 1.2ml;

скорость нагрева составляла 0.025◦C/s. Погрешность

определения разности фаз колебаний между опорным

напряжением и измеряемым током составляла 0.001 rad

(0.06 градуса), погрешность измерения температуры —

0.1◦C. Для измерения столь малых разностей фаз

использован фазометр высокого класса точности, не

применяемый в промышленных установках импеданс-

метрии. Укажем, что промышленный прибор прямо-

го измерения полного импеданса кюветы не способен

регистрировать слабые особенности на температурной

зависимости фазового сдвига.

При проведении измерений термоимпедансметриче-

ским методом к электродам кюветы с раствором белка

прикладывалось переменное электрическое напряжение,

что вызывало протекание дрейфового тока, обуслов-

ленного смещением ионов Na+, Cl− и C7H15COO
−,

окруженных своими гидратными оболочками, и тока

смещения, обусловленного ориентационной поляризуе-

мостью во внешнем поле свободных молекул воды. Дан-

ная система может быть смоделирована эквивалентной

схемой, состоящей из параллельно соединенных друг с

другом резистора и конденсатора. В такой схеме тангенс

угла между вектором результирующего тока и током

смещения зависит, согласно общепринятым физическим

соображениям [5], от частоты tg δ = Ia/Ic = 1/ωCR. При

низких частотах δ близок к 90◦, а при высоких частотах

он стремится к нулю. В нашем случае была выбра-

на сравнительно высокая частота (3.6MHz) с целью

подавления дрейфовой составляющей полного тока Ia ,

не несущей информации о фазовых превращениях в

альбумине. Таким образом, зависимость фазового сдвига

от температуры оказывалась обусловленной реактив-

ной (емкостной) составляющей тока Ic , отражающей

изменение числа свободных молекул, ориентирующихся

во внешнем электрическом поле и обеспечивающих

макроскопический дипольный момент образца.

2.2. Оптический метод

Для наблюдения и исследования полной необратимой

ассоциации молекул белка в дополнение к термоим-

педансметрическому в настоящей работе использован

метод светорассеяния (нефелометрии).
Оптическая схема установки для регистрации сигнала

тиндалевского рассеяния света раствором белка приве-

дена на рис. 2.

Ассоциацию молекул альбумина можно наблюдать,

пропуская через раствор альбумина свет, испытываю-

щий тиндалевское рассеяние на клубковых ассоциатах,

поперечник которых сравним с длиной световой волны.
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Рис. 2. Оптическая схема установки по исследованию фазовых

переходов методом тиндалевского рассеяния света (регистра-
ция пропускания): 1 — кювета с раствором альбумина, 2 —

нагреватель, 3 — блок питания нагревателя, 4 — измеритель

температуры, 5 — источник света, 6 — фотодиод, 7 —

регистрирующее устройство.

Контролировать ход этого процесса следует, измеряя

на выходе системы интенсивность оптического сигнала.

Таким образом, по термическому изменению интенсив-

ности оптического сигнала пропускания регистрируется

процесс ассоциации белковых клубков, усиливающийся

с повышением температуры.

3. Результаты эксперимента

В настоящей работе выполнены термоимпедансмет-

рические (ТИМ) и термонефелометрические (ТНМ)
измерения физических свойств растворов альбумина.

3.1. Результаты ТИМ измерений

На рис. 3 представлена температурная зависимость

разности фаз 1δ между полным током через измери-
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Рис. 3. Термоимпедансметрическая кривая при различных

концентрациях альбумина в физиологическом растворе.

тельную кювету и емкостной составляющей тока. Эта

зависимость представляет собой в целом возрастающую

с температурой функцию.

В области низких температур (20−40◦C) на ТИМ

кривой наблюдается отчетливая структура. Наиболее вы-

раженная особенность кривой представляет собой спад,

экстраполированный штриховой линией к температуре

Tc1 = 38◦C (для концентрации 5.2ωt.%). На вставке

показано также возможное разложение наблюдаемой

структуры на три гауссовы функции. Параметры получа-

емых гауссиан позволяют получить численные значения

температур различных этапов расплавления белковой

глобулы.

Участок ТИМ кривой, отмеченный на рис. 3 штрихом

непосредственно перед T = 38◦C, может быть описан в

терминах критических индексов, величина которых, как

показывает эксперимент, свидетельствует в пользу пер-

коляционной природы данной стадии фазового перехода.

Как известно [6], критические индексы — это пара-

метры, характеризующие поведение различных термоди-

намических характеристик системы во флуктуационной

области, т. е. в непосредственной окрестности точек

фазовых переходов. Их поведение обычно описывает-

ся степенным законом, показателем которого является

критический индекс. Критические индексы имеют уни-

версальный характер. Они не зависят от физической

природы вещества, но определяются только размерно-

стью пространства, числом компонент и тензорными

свойствами параметра порядка, а также общим харак-

тером взаимодействия микроэлементов системы (даль-
нодействие или короткодействие) [7].

Наши результаты показывают, что термическое по-

ведение фазового сдвига на участке ТИМ кривой пе-

ред точкой Tc1 описывается степенным законом вида

1δ ∼ 1− (T − Tc1)
−α, где 1δ — наблюдаемый сдвиг фаз,

T — температура, Tc1 — температура перколяционного

фазового перехода, α — показатель степени, т. е. крити-

ческий индекс. Соответствие экспериментальных данных

такому степенному закону, а также значение показателя

степени (критического индекса) являются, как будет

показано ниже, свидетельствами совершения в системе

перколяционного фазового перехода.

На рис. 4 представлены зависимости температур фазо-

вых переходов и критических индексов от концентрации

растворов n: 1.1; 1.3; 1.7; 2.1; 2.6; 3.3; 5.2ωt.%. Следует

обратить внимание на то, что температура перколяци-

онного фазового перехода Tc1 падает с ростом концен-

трации (рис. 4, a), а критический индекс α, отражающий

скорость резкого изменения поляризуемости системы с

температурой, увеличивается при росте концентрации n
(рис. 4, b).

3.2. Результаты оптических измерений

Вторым экспериментальным результатом настоящей

работы является получение температурной зависимости
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интенсивности тиндалевского рассеяния света (нефело-
метрической кривой), а также зависимости как темпе-

ратуры, к которой стремится нефелометрическая кривая

в процессе ее резкого возрастания, так и критического

индекса этого возрастания от концентрации раствора

белка.

На рис. 5 представлена температурная зависимость

тиндалевского рассеяния света. Эксперимент показыва-

ет, что резкий рост интенсивности рассеянного света

наблюдается в области температур 60−70◦C перед точ-

кой Tc2 = 68◦C фазового перехода
”
клубок−клубковый

ассоциат“ (более подробно см. ниже). Обращает на себя

внимание тот факт, что описанная ранее ТИМ кривая

(рис. 3) располагается при значительно более низких

температурах, чем термонефелометрическя кривая. Кро-

ме того, ТИМ кривая имеет большее число особенно-

стей, чем кривая рассеяния света. Этот факт приводит

к заключению, что ТИМ кривая более чувствительна к

различным внешним воздействиям на раствор белка, чем

нефелометрическая кривая.

Температурное поведение интенсивности тиндалев-

ского рассеяния света описывается степенным законом
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Рис. 4. Зависимость температуры Tc1 (a) и критического

индекса α (b) фазового перехода от концентрации n альбумина

в растворе.
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Рис. 5. Кривые температурной зависимости интенсивности

тиндалевского рассеяния света.
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Рис. 6. Зависимость температуры Tc2 фазового перехода, на-

блюдаемого нефелометрическим методом (a), и критического

индекса α (b) от концентрации раствора n.

вида I ∼ (Tc2 − T )α , где I — измеряемая интенсивность

рассеянного света, T — температура, Tc2 — температура

полной ассоциации клубков, т. е. образования бесконеч-

ного клубкового кластера, α — показатель степени, т. е.
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критический индекс процесса приближения системы к

перколяционному порогу в процессе совершения второй

ассоциативной стадии комплексного фазового перехода

”
клубок−клубковый ассоциат“.

На вставке рис. 5 в увеличенном масштабе представ-

лен температурный ход интенсивности тиндалевского

рассеяния света для различных концентраций раствора

альбумина (0.5, 1, 1.5 и 2ωt.%). Как показано на данном

рисунке, температура начала резкого увеличения интен-

сивности рассеянного света зависит от концентрации

раствора, причем с его увеличением температура Tc2,

являющаяся асимптотой возрастающей нефелометриче-

ской кривой, сдвигается в сторону низких температур.

На рис. 6 представлены графики зависимости Tc2 и

критического индекса α от концентрации альбумина в

растворе. Из приведенных графиков следует, что полу-

ченные зависимости монотонны.

Следует обратить внимание на то, что температура

резкого возрастания интенсивности светорассеяния, как

указывалось, падает с ростом концентрации, тогда как

критический индекс, отражающий
”
скорость“ (производ-

ную по температуре) резкого подъема интенсивности

светорассеяния с температурой I(T ), увеличивается при

росте концентрации.

4. Обсуждение результатов

Совокупность полученных данных позволяет внести,

как будет показано ниже, новые положения в общепри-

нятую качественную модель механизмов термической

трансформации молекул альбумина.

4.1. Плотная упаковка глобулы

Плотная упаковка глобулы сильно ограничивает спо-

собность пептидных диполей молекулы белка изменять

свою ориентацию и величину дипольного момента под

действием внешнего электрического поля [3] и тем

самым экранировать внешнее поле. Основной причиной

неспособности глобул обеспечить экранировку внешне-

го электрического поля, т. е. создать уверенно регистри-

руемый электрический отклик на внешнее электриче-

ское воздействие, является низкая поляризуемость гло-

булы. Она, в свою очередь, обусловлена неспособностью

глобулы ни к ориентации во внешнем электрическом

поле, меняющемся с частотой 3.6MHz, ни к ее дрейфу

во внешнем поле, ни к деформационным изменениям

глобулярного дипольного момента под действием внеш-

него поля [3].
В то же время способность к таким процессам мо-

лекул растворителя в десятки раз выше, чем у глобул,

поскольку диэлектрическая проницаемость совокупно-

сти свободных молекул воды равна ε = 81. Для физио-

логического раствора, т. е. смеси 0.9% раствора NaCl и

0.3% раствора С7Н15СООNa в воде, ε немного меньше

(ε = 76) ввиду наличия гидратной оболочки вокруг

ионов солей. Экранирующая способность возрастает с

ростом температуры и концентрации солевого раство-

ра [8]. Отсюда следует, что экранирующая способность

растворителя играет принципиальную роль в наблюде-

нии процесса трансформации молекул альбумина при

повышении температуры.

4.2. Физиологический раствор

В воде, не содержащей примесей, атом кислоро-

да в составе молекулы воды находится в состоянии

s p3-гибридизации, формируя тетраэдрическую конфигу-

рацию гибридных орбиталей [9]. Две из них создают

σ -связи с атомами водорода, имеющими высокую сте-

пень ионности благодаря смещению пика электронной

плотности в сторону атома кислорода, а две оставшиеся

заняты двумя неподеленными электронными парами,

способными создавать водородные (О−Н)-связи с дру-

гими молекулами воды и формировать тетраэдрическую

структурную сетку воды (рис. 7, a). При растворении

хлорида натрия или каприловокислого натрия в воде

происходит его гидролиз: образование координационных

связей между молекулами воды и ионами Na+, Cl− или

C7H15COO
−.

Встраиваясь в тетраэдрическое окружение первой ко-

ординационной сферы и занимая место молекулы воды,

ион Na+, Cl− или C7H15COO
− оказывается окруженным

первым (внутренним) слоем гидратной оболочки, состо-

ящим из 4-х молекул воды (рис. 7, b). Обратим внимание

на то, что в отличие от молекулы воды, окруженной

четырьмя аналогичными молекулами, все четыре связи

иона Na+ в первом слое являются координационными,

так как ион Na+ имеет электронную конфигурацию

1S1(2)2S1(2)2p3(6)3S1(0)3p3(0) (верхние индексы ука-

зывают число атомных орбиталей, числа в скобках —

количество электронов на них) и находится в состоянии

s p3-гибридизации. Одна 3s - и три 3p-орбитали создают

4 пустые гибридные орбитали, принимающие на себя

неподеленные пары молекул воды и создающие четыре
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Рис. 7. Структурная сетка связей молекул воды (a) и гидрат-

ного окружения иона натрия (b). σ -связи показаны сплошными

линиями, координационные связи — пунктиром, водородные

связи — штрихом.
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координационные связи. Выигрыш энергии при образо-

вании координационных связей превосходит выигрыш

при образовании водородных связей [10]. Более высокие

координационные сферы (последующие слои) гидратной
оболочки вокруг иона Na+ формируются за счет водо-

родных связей молекул воды с молекулами воды первой

сферы и между собой. Они содержат гораздо большее

число молекул воды (вторая — не менее 10, третья —

более 30).
Анализируя поведение иона Cl− с электронной конфи-

гурацией 1S1(2)2S1(2)2p3(6)3S1(2)3p3(6)4S1(0)4p3(0),
приходим к выводу, что предельная насыщенность элек-

тронами 3-й электронной оболочки иона Cl− обеспе-

чивает возможность 4-й электронной оболочке создать

четыре гибридные s p3-орбитали, также формирующие

координационные связи с молекулами воды. Так образу-

ется первый слой гидратной оболочки вокруг иона Cl−.

Аналогично этому возникают гидратные оболочки во-

круг ионов (C8H15O2)
−. Однако координационные связи

иона хлора с молекулами воды менее прочны, чем

иона Na+, и тем более иона C7H15COO
− [3].

Таким образом, одна трехслойная гидратная оболочка

как иона Na+, так и ионов Cl− или C7H15COO
−, способ-

на вывести из свободного состояния в физиологическом

растворе несколько десятков молекул воды, переведя их

в связанное состояние в составе гидратных оболочек

и тем самым лишая их способности к ориентационной

поляризуемости.

4.3. Расплавленная глобула

Белковая глобула также окружена большим числом

диполей, состоящих из молекул воды или ионов Na+,

Cl− или (C8H15O2)
−, окруженных своими гидратными

оболочками. Эти элементы формируют гидратную обо-

лочку глобулы (рис. 8).
При наложении переменного электрического поля на-

блюдается импедансметрический сигнал, который в ос-

новном обусловлен ориентационной и частично дефор-

мационной поляризуемостью свободных молекул воды.

Действительно, поляризуемость глобулы низка, вклад

дрейфа ионов C7H15COO
−, натрия и хлора, окруженных

своими оболочками, в экранировку внешнего поля на

сравнительно высокой частоте регистрации (3.6MHz),
хотя и отличен от нуля, также невелик ввиду их малой

дрейфовой подвижности.

В условиях присутствия внешнего переменного элек-

трического поля при росте температуры постепенно

растет ориентационная поляризуемость молекул воды

благодаря разрыхлению связей между ними за счет

тепловой энергии kT, и сигнал экспериментально ре-

гистрируемого фазового отклика слабо растет. На его

фоне наблюдается структура в виде серии максимумов

и минимумов, полезный в отношении зондирования

электрических свойств глобулы. Этот сигнал связан с

тем, что за счет энергии kT постепенно разрушается тре-

тичная структура глобулы. На начальном этапе данного
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Рис. 8. Оболочка глобулы, состоящая из тетракоординирован-

ных молекул воды и ионов Na+, Cl− и C7H15COO
−, заклю-

ченных в свои гидратные оболочки. Cвязи, стабилизирующие

гидратную оболочку глобулы, не показаны.

процесса разрушения глобула становится рыхлой. Хао-

тичная термическая бомбардировка глобулы молекулами

воды разрывает на начальном этапе наиболее слабые

связи, стабилизирующие глобулу, и степень разрыхле-

ния глобулы нарастает [11]. При этом возникающие по-

сле разрыва связей свободные гидрофильные радикалы

присоединяют молекулы воды — гидратируются, в ре-

зультате чего объем разрыхленной глобулы возрастает.

Наряду с этим упомянутые радикалы присоединяют и

ионы C7H15COO
−, натрия и хлора, окруженные своими

гидратными оболочками.

При этом целостность гидратной оболочки увеличен-

ного размера, которая нарушается извлечением ее эле-

ментов внутрь разрыхленной глобулы, восстанавливает-

ся за счет дополнительно привлекаемых из физраствора

свободных молекул воды. Таким образом, число связан-

ных с глобулой молекул воды возрастает. Тем самым и

без того ограниченное количество свободных элементов

растворителя, способных экранировать внешнее элек-

трическое поле, немонотонно изменяется, проходя через

минимумы, обусловленные последовательным разрывом

по мере роста КТ трех типов внутренних связей глобулы

различной прочности [11]. Это приводит к немонотонной

зависимости полезного сигнала от температуры, наблю-

даемой на эксперименте (рис. 3).

4.4. Переход глобула−клубок

При приближении температуры к критической ве-

личине Tc1 рыхлая глобула разворачивается в клубок
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с поперечником, не менее чем на порядок превыша-

ющим поперечник глобулы (по оценкам [12] с 5 до

50 nm). Клубок остается внутри гидратной оболочки

сильно увеличенного размера, модифицированной захва-

том извне элементов растворителя различных типов.

А именно происходит термическая активизация про-

цесса присоединения элементов растворителя (физрас-
твора) к возрастающей по объему гидратной оболочке.

Описанные процессы имеют место при совершении

первого (частично термически обратимого) фазового

перехода — перехода
”
глобула−клубок“. Импедансмет-

рическим методом при этом регистрируется резкий спад

сигнала при совершении второго — геометрического

(перколяционного) — фазового перехода. Резкий спад

сигнала обусловлен процессом образования бесконечно-

го кластера из контактирующих друг с другом глобул

в гидратных оболочках, между которыми полностью

отсутствует свободная вода. Таким образом, здесь совер-

шается фазовый переход, обусловленный нарастающим

дефицитом свободных молекул воды в физрастворе из-за

их включения в состав гидратных оболочек нарастаю-

щего числа вновь и вновь разворачивающихся глобул.

Все это совершается в интервале температур 30−38◦C.

Сказанное иллюстрируется рис. 3, причем экстраполя-

ция степенной функцией спада фазового сдвига к его

нулевому значению дает величину Tc1, варьирующую в

пределах от 38 до 53◦C и определяемую концентрацией

раствора. При температуре Tc1 образуется, как указыва-

лось, бесконечный перколяционный кластер, состоящий

из наноразмерных белковых клубков, заключенных в

свои гидратные оболочки и поглотивших из раствори-

теля львиную долю свободных молекул воды, способ-

ных экранировать внешнее электрическое поле. Однако

полного нуля фазового сигнала на эксперименте не на-

блюдается (рис. 3), так как продолжающееся повышение

температуры приводит к разрыхлению внешних слоев

гидратных оболочек клубков, что сопровождается посте-

пенным отрывом от них наименее прочно связанных мо-

лекул воды. Способность всей системы к экранированию

внешнего поля медленно возрастает с температурой.

Это соответственно приводит к некоторому возрастанию

ТИМ сигнала. В конце концов при дальнейшем нагре-

ве импедансметрический сигнал перестает изменяться,

приближаясь к постоянному значению (рис. 3).

Использованный в настоящей работе в дополнение к

ТИМ методу, оптический (нефелометрический) метод

регистрации свойств бесконечного кластера, состоящего

из элементов с поперечниками нанометрового диапа-

зона, не может, как и термоимпедансметрия, давать

информацию об индивидуальных свойствах белковых

клубков внутри гидратных оболочек. Действительно,

световые волны с длинами микрометрового диапазона

(380−760 nm) при своем взаимодействии с совокупно-

стью вплотную расположенных нанометровых элемен-

тов с характерными размерами до 100 nm воспринимают

такую систему как сплошную среду. Отсюда следует,

что процесс образования наноэлементного перколяци-

онного кластера, инициируемого фазовым переходом

глобула−клубок, разумно исследовать либо, как описано

выше, с помощью электрических методов, либо с помо-

щью излучения с длинами волн порядка единиц наномет-

ров, т. е. излучения рентгеновского диапазона. Последнее

может привести к необратимым изменениям состояния

белковых молекул, искажая результаты измерений.

При анализе экспериментальных результатов мы ис-

ходим из того, что фазовый переход глобула−клубок

является фазовым переходом первого рода, так как

требует для своего совершения подводимой извне энер-

гии [13], в частности, термической. При таком переходе в

общем случае скачком меняются первичные параметры

материала, такие как плотность, симметрия структурных

элементов, коэффициент преломления, коэффициент по-

глощения и т. п. [14]. Для глобулы, разворачивающейся

в клубок, данными параметрами являются ее плотность

и коэффициент оптического поглощения в ИК области

в полосах поглощения воды, так как связанная вода

гидратной оболочки имеет иной колебательный спектр,

нежели свободная [15].
В то же время перколяционный фазовый переход с

образованием бесконечного клубкового кластера пред-

ставляет собой геометрический фазовый переход вто-

рого рода, не требующий подведения энергии [16,17],
а требующий лишь создания условий для своего со-

вершения в виде формирования элементов новой фазы

в толще старой. При фазовом переходе второго рода

скачком меняются вторичные параметры материала: теп-

лоемкость (dQ/dT), сжимаемость (dV/dP), электриче-
ская восприимчивость (dPdip/dEel) [13]. Для раствора

белков вторичным параметром является меняющаяся

электрическая восприимчивость системы (dPdip/dEel),
что использовано нами при постановке эксперимента.

Оба рода фазовых переходов характеризуются при

приближении к точке перехода степенной (критической)
зависимостью параметра порядка. Для перехода гло-

була−клубок параметром порядка служит плотность тех

связей в глобуле, которые разрушаются при разворачи-

вании в клубок [11,18].
Величины критических индексов (показатели степени

упомянутых зависимостей) для фазовых переходов пер-

вого рода лежат в области
”
малых“ значений критиче-

ских индексов (около 0.001−0.01), тогда как величины

критических индексов фазовых переходов второго ро-

да лежат в области
”
больших“ значений критических

индексов (около 0.3−2.7). Такие значения критических

индексов типичны для теории протекания (перколя-
ции) [16], что и наблюдается нами в ТИМ экспериментах

(рис. 4).

4.5. Клубковые ассоциаты

При нагреве раствора белка до температур, выходя-

щих далеко за область насыщения ТИМ кривой, про-

исходит термическое разрушение гидратных оболочек
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белковых клубков, что позволяет им ассоциироваться

друг с другом за счет ван-дер-ваальсовых связей [15]
с образованием клубковых конгломератов (ассоциатов),
поперечники которых относятся к микрометровому диа-

пазону. Разрушение гидратных оболочек клубков пред-

ставляет собой пример фазового перехода первого рода,

так как требует для своего совершения подвода внешней

термической энергии. В то же время слипание клубков

друг с другом в процессе формирования клубковых

ассоциатов является фазовым переходом второго рода,

не требующим подвода энергии извне. Условием об-

разования бесконечного перколяционного кластера из

клубковых ассоциатов является предшествующее этому

совершение фазового перехода первого рода, связанного,

как указывалось, с термическим разрушением гидратных

оболочек белковых клубков.

Поскольку в данном случае бесконечный кластер

образован клубковыми ассоциатами с поперечниками

микрометрового диапазона, зондирование их свойств

оказывается возможным с помощью оптического излу-

чения видимого диапазона. Экспериментально результат

зондирования, показывающий образование ассоциатов,

выражается в виде резкого возрастания интенсивности

тиндалевского рассеяния света. Причем при прибли-

жении температуры к точке Tc2 и образовании беско-

нечного кластера из белковых клубков интенсивность

светорассеяния растет по степенному закону, как и

предписано перколяционному фазовому переходу [16]
(рис. 5), а соответствующие критические индексы отно-

сятся к категории
”
больших“ (рис. 5). Опыт показывает,

что данный фазовый переход является в отличие от

предыдущего необратимым.

Таким образом, полученные нами
”
большие“ значе-

ния электрических и оптических критических индексов

подтверждают правомочность применения теории пер-

коляции к растворам белков. Кроме того, полученные

нами экспериментальные значения величин критических

индексов с определенностью свидетельствуют о совер-

шении электрического и оптического перколяционных

фазовых переходов, наблюдаемых, как указывалось, либо

за счет снижения диэлектрической восприимчивости

системы при извлечении из растворителя свободных

молекул воды, либо за счет роста интенсивности тин-

далевского рассеяния света при образовании клубковых

ассоциатов микрометрового размера.

Обратим внимание на то, что как в случае термо-

импедансметрии, так и в случае термонефелометрии

температуры Tc1 и Tc2 обоих фазовых переходов умень-

шаются с ростом концентрации альбумина в раство-

ре. Критические индексы, отражающие резкость тер-

мического изменения экспериментально наблюдаемых

величин (будь то импедансметрия или нефелометрия),
напротив, увеличиваются с концентрацией. Объяснение

данного факта, с нашей точки зрения, заключается в

том, что рост концентрации альбумина сопровождается

в обоих случаях увеличением вероятности возникнове-

ния бесконечного перколяционного кластера при росте

концентрации альбумина.

Таким образом, можно сделать вывод о том, что

методами импедансметрии и нефелометрии экспери-

ментально зафиксированы многостадийные комплексные

фазовые превращения в растворах сывороточного аль-

бумина со следующими стадиями: глобула−расплавлен-

ная глобула−клубок−клубковый ассоциат−бесконечный

клубковый кластер.

Заключение

Резюмируя, следует сказать, что в настоящей работе

показана возможность непосредственного наблюдения

импедансметрическим методом поэтапного разрыхления

в температурном интервале 20−40◦C белковой глобулы

в растворе альбумина, завершающегося фазовым пере-

ходом
”
глобула−клубок“, который инициирует форми-

рование бесконечного перколяционного кластера, состо-

ящего из белковых клубков, окруженных гидратными

оболочками. Этот двустадийный фазовый переход пред-

шествует (на 20◦C) последующему, также двустадий-

ному фазовому переходу: лавинообразному заполнению

объема раствора белка сеткой слипшихся друг с другом

макроскопических клубковых конгломератов в интер-

вале температур 60−70◦C. Данный фазовый переход,

инициированный термическим разрушением гидратных

оболочек белковых клубков, является также двустадий-

ным и наблюдается оптическим методом путем контроля

интенсивности тиндалевского рассеяния света.

Учитывая то важное обстоятельство, что альбумин

является главным белком спинно-мозговой жидкости

(ликвора), можно констатировать, что экспериментально

полученная в настоящей работе информация способна

расширить возможности диагностики патологий цен-

тральной нервной системы человека и животных после

установления корреляции между параметрами комплекс-

ного фазового перехода в ликворе и конкретными вида-

ми патологий [2,19,20].
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