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Разработан новый метод исследования конформационного состояния белка и его взаимодействия с

растворителем. Метод основан на измерении показателя преломления белкового раствора с помощью

прецизионного лазерного интерферометра с погрешностью 10−7 . Произведена калибровка интерферометра

на основе известных зависимостей изменения показателя преломления при изменении температуры воды и

изменения показателя преломления раствора NaCl при изменении концентрации. С помощью интерферомет-

ра впервые зафиксированы изменения в показателе преломления в ходе процессов протеолиза (увеличение
на 9 · 10−6 и 2.4 · 10−6 показателя преломления растворов бычьего сывороточного альбумина и яичного

лизоцима при гидролизе, катализируемом пепсином) и денатурации (увеличение показателя преломления на

4.5 · 10−5 в ходе реакции яичного лизоцима с гуанидин гидрохлоридом и дитиотреитолом). На основе прямых
интерферометрических измерений опровергнуто широко распространенное предположение, что показатель

преломления белковых растворов определяется только концентрацией белка и его аминокислотным составом

и не зависит от состояния фрагментации белка. Повышенная точность интерферометра позволяет изучать

инкремент показателя преломления (dn/dc) при низких концентрациях растворенных соединений (≪ 1%),
а также исследовать процессы, приводящие к изменениям конформации макромолекул в растворе.
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Введение

В последние десятилетия произошло значительное

развитие методов биофотоники. Помимо общепринятых

оптических методов: спектроскопии, метода кругового

дихроизма, люминесцентных и флоуресцентных методов

анализа и т.п., появились и за последние десять лет

стали общепринятыми новые неинвазивные методы оп-

тического анализа, такие как метод динамического рас-

сеяния света (dynamic light scattering), поверхностный

плазмонный резонанс (surface plasmon resonance). Од-
нако совершенствование техники и компьютерных тех-

нологий позволяет модернизировать уже существующие

методы исследований и получать качественно новую

информацию о биологически значимых макромолекулах

(белков, ДНК) в растворе. Один из таких методов —

рефрактометрия. Использование интерферометрических

методов для измерения показателя преломления позво-

лило на несколько порядков (с 10−4
−10−5 у современ-

ных рефрактометров до 10−7−10−8 у интерферометров)
увеличить точность измерения показателя преломления

растворов.

Интерферометрические исследования растворов мож-

но условно разделить на те, в которых объемы ис-

следуемых растворов порядка одного миллилитра и

больше, и те, где объемы порядка одного микролитра

или меньше — вплоть до мономолекулярных слов.

В первом случае измерения показателя преломления

проводятся, главным образом, для контроля равновес-

ных концентраций веществ [1] или для динамического

контроля во время роста кристаллов [2]. Как правило,

погрешность измерения показателя преломления в таких

исследованиях выше, порядка 10−4.

В исследованиях с микрообъемами растворов обыч-

но изучаются взаимодействия белков и белковых ком-

плексов с поверхностями или иммобилизованными ве-

ществами. Например, работа [3] оценивала адсорбцию

различных белков на гидрофобных и гидрофильных

поверхностях. В работах [4,5] показатель преломления

смеси белков был измерен методом интерферометрии

обратного рассеяния. Объемы растворов, использующих-

ся в интерферометрии обратного рассеяния — сотни

пиколитров, а погрешность определения показателя пре-

ломления может достигать ∼ 10−7. Разрешение прибо-

ров, измеряющих показатель преломления, созданных на

основе поверхностного плазмонного резонанса с объе-

мом раствора десятки пиколитров, достигает 4 · 10−8 [6].
Однако эти чувствительные тонкопленочные сенсоры

ограничены исследованием реакций, которые могут про-

ходить только на поверхности сенсора.
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Рис. 1. Интерферометр (слева) и его схема (справа). M — зеркало, TM — полупрозрачное зеркало, P — фотодиодные датчики A

и B, IP — интерференционная картина, PL — фотодиод для нормирования интенсивности излучения, L — линзы, C1 и C2 —

опытная и контрольная кюветы, T — термодатчик, I — пластиковый импеллер.

В настоящей работе предложен прецизионный интер-

ферометрический метод, с помощью которого исследу-

ется конформационное состояние белка в растворах с

большим объемом (∼ 20ml), а также взаимодействие

белка с растворителем. В настоящее время считает-

ся, что показатель преломления белковых растворов

зависит от концентрации и аминокислотного состава

белка и не зависит от состояния фрагментации данного

белка [7–9]. Это утверждение, главным образом, осно-

вано на экспериментальных данных [10], где не было

зафиксировано изменений показателя преломления в

ходе процесса гидролиза белка. Однако это утверждение,

как и теоретические оценки [9,11] показателя преломле-

ния растворов белков, основано на экспериментальных

данных, полученных в основном с использованием ре-

фрактометрии.

Важно также то, что такие оценки не берут в расчет

взаимодействие белка с растворителем. Существуют

эксперименты, в которых показано, что инкремент по-

казателя преломления раствора белка dn/dc зависит от

природы растворителя [12]. Эти различия, очевидно, не

связаны с аминокислотным составом белков. Они могут

быть вызваны только взаимодействием белков с рас-

творителем, в частности путем изменения оптических

свойств растворителя вблизи поверхности белка. Вли-

яние площади соприкосновения белка с растворителем

на показатель преломления белкового раствора также

отмечалось в работе [13], где на примере нескольких

белков показаны различия между расчетным показате-

лем преломления белков и измеренным эксперименталь-

но. Выявленные различия больше тогда, когда больше

площадь соприкосновения белка с растворителем.

В настоящее время показатель преломления раство-

ров не используется для изучения кинетики фермен-

тативных реакций или параметров гидратных оболочек

белков. Это связано с тем, что измерение показателя

преломления в больших объемах растворов с необходи-

мым разрешением порядка 10−6 и меньше — технически

сложная проблема. В представленной работе оригиналь-

ный лазерный интерферометр используется для диффе-

ренциального измерения показателя преломления двух

растворов, контрольного и экспериментального, в пяти-

сантиметровых кюветах, используемых в исследованиях

некоторых биохимических реакций. Порог чувствитель-

ности к изменениям показателя преломления составил

около 10−7, что сопоставимо с разрешением измере-

ния показателя преломления сенсорами поверхностного

плазмонного резонанса [14]. Достижение такого раз-

решения стало возможным благодаря использованию

стабилизированного по току и температуре полупро-

водникового лазера, использованию в качестве базы

интерферометра четырехсоткилограммового гранитного

основания, использованию двух кювет для опытного и

контрольного образцов, оснащению кювет импеллерами

и платиновыми датчиками температуры и разработке

оригинального программного обеспечения.

Измерения в режиме реального времени с использо-

ванием прецизионного интерферометра позволили на-

блюдать изменения показателя преломления растворов

белков в ходе реакций протеолиза и денатурации.

Лазерный интерферометр

Лазерный интерферометр сконструирован в соот-

ветствии со схемой интерферометра Маха−Цендера

(рис. 1). В качестве источника излучения использован

полупроводниковый лазер Sharp GH0631IA2GC CW

185mW с длиной волны 638 nm. Интенсивность излу-

чения, проходящего через кювету с исследуемым рас-

твором, < 1mW. Оптическая система состоит из двух

полупрозрачных зеркал, двух непрозрачных зеркал и

линзы для масштабирования интерференционной кар-

тины. Лазерный луч разделяется на два луча, один из

которых проходит через контрольную кювету, другой

через кювету с опытным раствором. Использование

такого разделения позволяет нивелировать долговремен-

ные общие для обоих образцов изменения, связанные

прежде всего с температурными изменениями в ходе

эксперимента. Изменения в интерференционной картине

в ходе эксперимента возникают в связи с различием

показателей преломления растворов в эксперименталь-

ной и контрольной кюветах. Для измерения интенсив-
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ности интерференционной картины использованы че-

тыре фотодиодных датчика, расположенные в разных

ее участках. Сигналы от фотодиодов оцифрованы на

16-битном АЦП-ЦАП NI 6251 (National Instruments)
и нормированы на интенсивность лазерного излуче-

ния.

Интерференционная картина чувствительна к флукту-

ациям температуры в кюветах. Для уменьшения тем-

пературных флуктуаций, а также флуктуаций фонового

светового потока интерферометр закрыт термостатиче-

ским экраном (рис. 1, слева), кюветы расположены пря-

мо на массивном основании интерферометра, которое

также действует как термостат.

При проведении экспериментов внутри кювет воз-

никают градиенты плотности и температуры. Для их

устранения внутри кювет помещены пластиковые трех-

лопастные импеллеры, вращающиеся с частотой ∼ 1Hz.

Для измерения температуры использованы платино-

вые датчики температуры Honeywell HEL-705. Разность

температур между экспериментальной и контрольной

кюветами не превышала 0.05◦С в течение часового

эксперимента. Общие для обоих образцов изменения

температуры растворов были автоматически учтены при

вычислении показателя преломления. Подробное описа-

ние интерферометра доступно в [15].
Точность измерения показателя преломления раство-

ров белков интерферометром определялась, главным

образом, флуктуациями показателей преломления самих

растворов. Стандартное отклонение этих флуктуаций в

часовом эксперименте было ∼ 10−7.

Обработка сигналов с фотодиодов,
калибровка интерферометра
с помощью изменений показателя
преломления воды при изменении ее
температуры

Алгоритм для конвертирования сигналов с датчиков

интерферометра А и В (рис. 1, справа) в изменение

разности показателей преломления растворов в экспе-

риментальной и опытной кюветах показан на примере

изменения температуры воды в одной из кювет. Такая

калибровка была выполнена потому, что существуют

точные данные, связывающие температуру воды и по-

казатель преломления [16,17].
Перед началом измерений одна из кювет была охла-

ждена примерно на 5−12◦С (в зависимости от экспе-

римента) относительно комнатной температуры. Затем

вода в кювете медленно нагревалась до комнатной

температуры вследствие естественного теплообмена с

окружающей средой. Сдвиг интерференционной картины

фиксировали с помощью датчиков A и B. Ее ширина

была выбрана такой, чтобы максимум сигнала на од-

ном из датчиков соответствовал половине максимума

на другом, т. е. фазы сигналов a(t) и b(t) отличались

на π/2. Это сделало возможным определять зависимость
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Рис. 2. Сдвиг интерференционной картины ϕ при нагреве до

комнатной температуры первоначально охлажденной кюветы с

водой. Три независимых эксперимента. Частота снятия данных

100Hz. Каждая точка — усреднение значений — в темпера-

турном диапазоне 0.1◦С.

фазы от времени ϕ(t) интерференционной картины с

помощью формулы

ϕ(t) = arctg

[

a(t)
b(t)

]

.

Поскольку арктангенс имеет разрывы в значениях,

кратных π/2, функцию ϕ(t) в данных точках
”
сшивали“.

На рис. 2 показано изменение ϕ(t) при медленном

нагревании опытной кюветы относительно контрольной

в трех независимых экспериментах. Для перевода ϕ(t)
в 1n(t) — разность показателей преломления опытной

и контрольной кювет — использовалась полученная

аппроксимацией формула:

1n(t) =
[

−6.4 · 10−6 + 1.2 · 10−7T(t)
]

× ϕ(t),

где T — температура в опытной кювете в ◦С. Множи-

тель для ϕ(t) подбирался таким образом, чтобы изме-

нение показателя преломления воды в температурном

интервале 15−30◦С соответствовало известным литера-

турным [16,17]. При комнатной температуре охлаждение

или нагрев на 1◦С примерно соответствует изменению

показателя преломления на 10−4 . Реальный алгоритм

перевода сигналов a(t) и b(t) в 1n(t) немного отличался

от рассмотренной выше иллюстрации в том, что ширина

интерференционной картины отклонялась от идеального

варианта, когда разность фаз сигналов a(t) и b(t) дости-

гала π/2, и программа учитывала это отклонение.
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Калибровка интерферометра
с помощью концентрационной
зависимости показателя преломления
NaCl

Помимо температурной зависимости показателя пре-

ломления воды в литературе хорошо описана зависи-

мость показателя преломления растворов от концен-

трации различных веществ, в частности, для растворов

NaCl [18–22]. В связи с этим было интересно проверить

точность калибровки интерферометра, полученной по

изменению температуры в воде, с помощью концентра-

ционной зависимости показателя преломления водного

раствора NaCl.

Измерения инкремента показателя преломления для

NaCl обычно выполняются при достаточно больших

концентрациях NaCl: 1−30%. Это связано прежде всего

с тем, что такие исследования проводятся в основном с

помощью рефрактометров, предел погрешности которых

лежит в диапазоне 10−4−10−5 [22]. Для растворов с

концентраций соли < 1% экспериментальных работ по

измерению показателя преломления практически нет.

В одной из редких работ наблюдались различия ин-

крементов показателей преломления растворов NaCl

для концентраций < 0.1% и для концентраций > 0.1%.

Однако авторы связали эти изменения с особенностями

метода интерферометрии пористых кремниевых нано-

структур [23].
Для исследования концентрационной зависимости по-

казателя преломления водного раствора NaCl исполь-

зовали систему автоматической заливки растворов. Си-

стема позволяла фиксировать скорость добавления рас-

твора в кювету. Аналогичные системы применяются в

медицине для продолжительных инъекций. Готовился

один 30%-раствор NaCl (131659, PanReac), далее из него
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Рис. 3. Изменение показателя преломления в кювете при

добавлении 2ml раствора NaCl (0.03%−3%) к 18ml воды

(Milli Q). Справа показаны финальные концентрации NaCl в

кювете.
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Рис. 4. Изменение показателя преломления при заливке

в кювету с 18ml воды (Milli Q) 2ml раствора NaCl: от

0.03% до 3% — первый эксперимент (вверху), от 0.03% до

0.3% — вторая серия экспериментов (внизу). Справа показаны

инкременты показателя преломления NaCl, получившиеся для

различных концентраций.

получали растворы с концентрацией от 0.03% до 3%

для первой серии экспериментов и от 0.03% до 0.3%

для второй серии экспериментов. В каждом экспери-

менте к 18ml воды (Milli Q) в кюветах добавляли 2ml

приготовленных растворов. В опытную кювету заливали

раствор NaCl, в контрольную — воду. Таким образом,

в ходе эксперимента происходило разбавление исходных

растворов NaCl в 10 раз. Скорость заливки подбирали

таким образом, чтобы залить 2ml раствора в течение 16

min.

На рис. 3 показано изменение показателя прелом-

ления в кювете с водой при добавлении растворов

NaCl в различных концентрациях. Поскольку добавление

осуществлялось с помощью системы автоматической

заливки, то рассчитав в каждый момент времени концен-

трацию NaCl, можно вместо временной зависимости по-

строить концентрационную зависимость изменений 1n.
Таким образом, для каждого эксперимента можно найти

инкремент dn/dc по огромному массиву данных (изме-
рения проводились с частотой 100Hz).

На рис. 4 показаны концентрационные зависимости

для первой серии экспериментов (вверху) и второй

серии экспериментов (внизу). Начальные точки с мини-

мальными концентрациями у некоторых графиков сме-

щены вниз. Это связано с тем, что в данных экспери-

ментах игла у системы заливки не была погружена в

кювету с раствором, раствор NaCl добавлялся дискрет-

но, образуя капли, что сказалось в начальной стадии

эксперимента. На рис. 4 кривые Exp 1 иллюстрируют

точность измерений: начиная со значений 1n = 10−7,

графики изменения показателя преломления при разных

dn/dc практически совпадают (не считая начальных
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Рис. 5. Вверху: изменение показателя преломления раствора

HEWL (4mg/ml) в ходе денатурации в буфере 50mM Tris-

HCl (pH = 8.0) c добавлением 6M GdnHCl и 30mM DTT при

комнатной температуре. Усреднение и стандартные ошибки

среднего по шести экспериментам. Внизу: изменение показате-

ля преломления в ходе протеолиза BSA или HEWL (4mg/ml)
пепсином (2.2mg/ml) при pH 1.5. Усреднение и стандартные

ошибки среднего по десяти экспериментам для BSA и шести

экспериментам для HEWL.

точек, соответствующих артефактам заливки). Справа

на графиках показаны значения инкрементов, получив-

шиеся для каждого эксперимента. Известно [24], что

инкремент показателя преломления линейно зависит от

длины волны:
dn
dC

=
λ

2d
1m
1C

,

λ — длина волны, 2d — оптический путь внутри

исследуемого раствора, 1m— сдвиг интерференционной

картины, 1C — изменение концентрации. По литера-

турным данным пересчет инкремента показателя пре-

ломления для длины волны 589 nm [18,21,22], а также

непосредственные измерения для длины волны 632.8

nm [19] показали, что инкремент показателя преломле-

ния раствора NaCl лежит в диапазоне 1.8−1.9 · 10−3,

что согласуется с полученными данными. Интересно,

что для каждой серии эксперименты с наименьшими

концентрациями имели наименьший инкремент. Однако

для окончательного установления факта нелинейности

показателя преломления при малых концентрациях NaCl

нужны дополнительные эксперименты.

Денатурация и протеолиз белков

Химическую денатурацию лизоцима (HEWL, 0663,

VWR Life Science, активность > 20.000U/mg) проводи-

ли с использованием раствора 50mM Tris-HCl (A1087,
PanReac), pH 8.0, содержащего 6M гуанидина гид-

рохлорида GdnHCl (100005172, Dia-m) и 30mM ди-

тиотреитола DL-Dithiothreitol (DTT, D3483123, Dia-m).

Эксперименты в интерферометре проводились шесть

раз в разные дни. Объем раствора для денатурации

составил 15ml. Денатурирующие растворы подобраны

таким образом, чтобы можно следить за денатурацией

белка в течение 1 h.

Эффективность денатурации проверяли с помощью

ферментативной активности белка при лизисе клеток

Micrococcus lysodeikticus (M0508, Sigma-Aldrich). Фер-

ментативная активность лизоцима в растворе GdnHCl и

DTT резко уменьшается в течение первых 10min до 10%

от исходной и далее через 30−60min становится < 1%

(данные не представлены). Исследования денатурации,

так же как и протеолиза, проводили при комнатной тем-

пературе 21−23◦C. Вода для растворов была получена

путем дистилляции и деионизации, удельное электриче-

ское сопротивление воды превышало 5M�/cm.

Эксперимент в интерферометре, в котором исследо-

валась денатурация HEWL, проходил следующим об-

разом. В опытную и контрольные кюветы добавля-

лись растворы Tris-HCl c денатурирующими агентами

GdnHCl и DTT. Далее в экспериментальную кювету

добавлялся HEWL, а в контрольную — вода, после чего

растворы перемешивались. Объем растворов составил

15ml. Концентрация HEWL 4mg/ml. После добавления

HEWL измеряли сдвиг интерференционной картины и

рассчитывали 1n.
В реакции лизоцим HEWL + DTT + GdnHCl было

зафиксировано увеличение показателя преломления рас-

твора лизоцима (рис. 5, вверху). Показатель преломле-

ния растет в первые 20−25min после начала денатура-

ции на ∼ 4.5 · 10−5 .

В экспериментах с протеолизом в день эксперимента

приготовлялись водные растворы белков из порошка бы-

чьего сывороточного альбумина (A4919, Sigma-Aldrich),
лизоцима (HEWL, 0663, VWR Life Science, активность

> 20.000U/mg) и пепсина (P7125, Sigma-Aldrich, содер-

жание белка 5.1%, активность ∼ 1100U/mg). В кон-

трольную и экспериментальную кюветы был добавлен

раствор HCl для смещения кислотности раствора до

pH ∼ 1.5± 0.1, это оптимальная кислотность для пеп-

сина. Для того чтобы протестировать протеолитическую

активность пепсина, были повторены эксперименты без

добавления HCl. В этих условиях реакция протеолиза

практически не шла: показатель преломления за один

час увеличился менее чем на 2 · 10−6 (данные не пред-

ставлены).
Для контроля протеиназной активности пепсина были

использованы электрофорез продуктов протеолиза в по-

лиакриламидном геле, метод динамического рассеяния

света и спектрофотомерия в УФ области спектра. Дан-

ные по электрофорезу и светорассеянию представлены

в [25], по спектрофотометрии — в [26].
Эксперимент в интерферометре, в котором иссле-

довался протеолиз белков, проходил следующим об-

разом. Ранее растворенный белок, BSA или лицозим,

помещался в обе кюветы. Перед началом измерений

в экспериментальную кювету был добавлен раствор
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пепсина, а в контрольную — вода, после чего растворы

были перемешаны. Объем растворов составил 18ml.

Концентрации BSA 4mg/ml или лизоцима 4mg/ml в

контрольной и экспериментальной кюветах были одина-

ковы, концентрация пепсина в экспериментальной кюве-

те была 2.2mg/ml. После добавления пепсина измеряли

сдвиг интерференционной картины и рассчитывали 1n.
При добавлении пепсина к раствору BSA показатель

преломления увеличивается на 9 · 10−6 за час и 95%

эффекта достигается в первые 30min после добавления

пепсина (рис. 5, внизу). Увеличение показателя прелом-

ления в процессе протеолиза лизоцима за час составило

2.4 · 10−6.

В предыдущей работе [26] была предложена модель

изменения показателя преломления в ходе реакции про-

теолиза, основанная на предположениях об изменени-

ях в гидратации белка в ходе протеолиза. Изменение

показателя преломления раствора происходит, главным

образом, из-за того, что локальная плотность воды около

или внутри молекулы белка отличается от средней

плотности воды в объеме. За счет притяжения диполей

воды к поверхности белка плотность воды в слое,

близком к поверхности белка, выше, чем в объемной

воде. В ходе гидролиза белка суммарная площадь по-

верхности фрагментов белка увеличивается примерно в

3.5 раза для BSA и 1.5−2 раза для лизоцима [26]. Таким
образом, количество воды с высокой плотностью возрас-

тает и показатель преломления раствора увеличивается.

Модель показывает, что наблюдаемый рост показателя

преломления соответствует увеличению плотности воды

в гидратной оболочке на 1% по сравнению с объемной

водой при ширине гидратной оболочки в один молеку-

лярный слой воды.

Различие в степени протеолиза между BSA и HEWL,

возможно, связано с сохранением структуры HEWL,

близкой к нативной, даже при низких pH и как результат

недоступность участков, в которых происходит порезка

белка пепсином. Изменение показателя преломления в

ходе протеолиза показывает, что показатель преломле-

ния раствора белка зависит не только от концентрации

и аминокислотного состава белка, но также от его взаи-

модействия с растворителем. Такое предположение было

сделано ранее в [12] на основе косвенных данных, где

было показано, что инкремент dn/dc раствора лизоцима

зависит от природы растворителя. Это указывает на то,

что молекулы растворителя оказывают влияние на пока-

затель преломления не только напрямую, но и косвенно,

посредством взаимодействия белок−растворитель.

Наблюдаемый в случае денатурации эффект роста

показателя преломления 1n ∼ 4.5 · 10−5 в несколько раз

больше эффекта, наблюдаемого при протеолизе. Это

кажется странным, поскольку при денатурации, так же

как и при протеолизе, происходит двукратное увеличе-

ние площади, что должно приводить к сопоставимому

по величине увеличению показателя преломления. Здесь

возможно следующее объяснение. Во-первых, реакция

протеолиза для HEWL в течение часа не заканчивается,

а продолжается длительное время. Это видно по отсут-

ствию выхода на плато (рис. 5, внизу). Расчетная величи-
на изменения показателя преломления близка к наблю-

даемому 1n для BSA. Во-вторых, реакция денатурации

проходит в концентрированном растворе 6М GdnHCl, и

в растворе на четыре молекулы воды приходится одна

молекула GdnHCl, что может существенным образом

повлиять на структуру воды в области, граничащей с

белковой поверхностью. В публикации [12] изучалась

зависимость инкремента показателя преломления лизо-

цима от выбора буферного раствора. Оказалось, что ин-

кремент показателя преломления изменяется в широком

диапазоне от 0.153 cm3/g для H2O до 0.272 cm3/g в бу-

фере (NaSCN 10mM HEPES 10mM); для большинства

других буферов инкремент имеет величину, близкую к

расчетной для большинства белков 0.18−0.19 cm3/g [9].

На примере денатурации и протеолиза белка нами бы-

ло показано, что рост показателя преломления в ходе ре-

акций зависит от изменения площади соприкосновения

поверхности пептидов и белков с растворителем. Этот

вывод подтверждает ранее наблюдавшиеся в работе [13]
различия между расчетным показателем преломления

белков как суммы аминокислот и показателем прелом-

ления, измеренным экспериментально. Обобщая проде-

ланную работу, можно сделать вывод, что прецизионная

лазерная интерферометрия — новый метод для изучения

изменений конформационного состояния белков по их

гидратным оболочкам в режиме реального времени.

Заключение

С помощью прецизионного лазерного интерферомет-

ра впервые зафиксированы изменения в показателе

преломления в ходе процессов протеолиза (увеличе-
ние на (9± 0.8) · 10−6 и (2.4± 1.3) · 10−6 показателя

преломления растворов BSA и HEWL при гидролизе,

катализируемом пепсином) и денатурации (увеличение
показателя преломления на (4.8± 1.7) · 10−5 в ходе

реакции HEWL с GdnHCl и DTT). На основе прямых

интерферометрических измерений опровергнуто широ-

ко распространенное предположение, что показатель

преломления белковых растворов определяется только

концентрацией белка и его аминокислотным составом и

не зависит от состояния фрагментации белка.

Особенности конструкции интерферометра обеспе-

чивают погрешность ∼ 10−7 в измерении показателя

преломления растворов в относительно большом объеме

(до 20ml). Это позволяет изучать инкремент показателя

преломления (dn/dc) даже при низких концентрациях

растворенных соединений (≪ 1%), а также изучать

процессы, приводящие к изменениям конформации мак-

ромолекул в растворе. Наличие вышеприведенных эф-

фектов указывает на возможность использования показа-

теля преломления для исследования конформационного

состояния белка и его взаимодействия с растворителем.
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