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Белки являются полимерами, кото­
рые состоят из L-а-аминокислот. Раз­
личают 4 уровня структурной организа­
ции белка: первичную, вторичную, тре­
тичную и четвертичную.

1. Первичная структура.
Первичная структура белка — ли­

нейная специфическая последователь­
ность аминокислот, соединённых меж­
ду собой пептидными связями. Пепти­
ды и полипептиды состоят менее чем 
из 50 аминокислот, белки содержат в
пептидной цепи более 50 аминокислот._ * v

Пептидные связи образуются между 
а-аминогруппой одной аминокислоты и 
а-карбоксильной группой другой ами­
нокислоты. При образовании пептид­
ной связи выделяется молекула воды. 
Процесс образования пептидной связи 
является эндергоничным, т. е. требует 
затраты энергии.

1.1. Характеристика пептидной связи.
1. Пептидная связь является кова­

лентной и стабильной. Разрушение 
пептидной связи возможно только в 
присутствии катализаторов.

2. Связь между атомом углерода 
карбонильной группы и атомом азота 
имеет частично двойной характер из- 
за р,д-сопряжения (сопряжение свобод­
ной пары электронов атома азота с 
д-электронами двойной связи С=0). 
Поэтому свободное вращение вокруг 
пептидной связи невозможно.

3. Копланарность — все атомы, вхо­
дящие в пептидную группу, находятся 
в одной плоскости (рис. 1).

4. Атом водорода аминогруппы и 
атом кислорода карбонильной группы 
находятся в транс-положении.

Рис. 1. — Структура пептидной связи 
+ дипептида

NH3—СН—С— NH— CH—COO“

R О R

1.2. Роль первичной структуры.
1. Последовательность аминокислот 

в первичной структуре белка определя­
ет специфичность белка.

2. Первичная структура генетически 
детерминирована и воспроизводится в 
процессе транскрипции и трансляции.

3. Первичная структура белка явля­
ется основой для формирования после­
дующих структур белка за счёт взаи­
модействия радикалов аминокислотных 
остатков полипептидной цепи.

4. Замена аминокислоты L-ряда на 
аминокислоту D-ряда может привести 
к полному исчезновению биологической 
активности пептида.

Пептид обозначается и называется 
начиная с аминокислоты, которая име­
ет свободную а-аминогруппу и заканчи­
вается аминокислотой, которая имеет 
свободную а-карбоксильную группу. 
Для наименования пептида суффикс - 
ин (аланин), -ан (триптофан) и -am (глу­
тамат) заменяется на -ил, за исключени­
ем последней аминокислоты.

1.3. Биологически важные пептиды.
В живых организмах существуют

пептиды, которые выполняют важные 
биологические функции.
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на и глицина и присутствует в клетке в 
восстановленной и окисленной формах:

Н Н

СН2 О
I
SH---- V--------

Цистеин Глицин

Функции:
— является коферментом для неко­

торых ферментов (например, глутатион 
пероксид азы);

— предотвращает окисление сульф- 
гидрильных групп (—SH) белков до 
дисульфидных (—S—S), что необходи­
мо для функционирования белков и 
ферментов;

— восстановленная форма глутатио­
на предотвращает повреждение эритро­
цитов и защищает гемоглобин от окис­
ления Н20 2;

— необходим для транспорта амино­
кислот через мембраны эпителия кишеч­
ника и почек (у-глутамильный цикл).

2. Тиролиберин — трипептид. Секре- 
тируется гипоталамусом и стимулирует 
секрецию тиротропина в гипофизе.

3. Окситпоцин. Синтезируется задней 
долей гипофиза и стимулирует сокраще­
ние матки. Состоит из 9 аминокислот.

4. Вазопрессин (антидиуретический 
гормон). Задерживает жидкость в орга­
низме и повышает артериальное давле­
ние. Состоит из 9 аминокислот, синте­
зируется задней долей гипофиза.

5. Ангиотензины. Ангиотензин I 
(декапептид) превращается в ангиотен­
зин II (октапептид), вызывает сокраще­
ние сосудов.

6. Брадикинин и каллидин — нона- 
и декапептид соответственно. Вызыва­
ют расслабление гладких мышц и явля­
ются продуктами протеолиза специфи­
ческих а 2-глобулинов плазмы. Поэтому 
эти пептиды содержат только протеи­
ногенные аминокислоты. Могут образо­
вываться в крови под действием яда

? змей.к

7. Грамицидин S — антибиотик, син­
тезируемый В. brevis. Является цикли­
ческим декапептидом, в составе которо­
го, кроме протеиногенных аминокис­
лот, имеется орнитин. Является ионо- 
фором, образуя в биологических мемб­
ранах каналы, для транспорта ионов 
металлов.

8. Аманитины — токсичные окта­
пептиды ядовитых грибов рода 
Amanita. Типичным представителем 
аманитинов является а-аманитин. Он 
блокирует синтез белка в клетках 
эукариот на стадии транскрипции. За­
мена в молекуле диоксиизолейцина на 
лейцин приводит к образованию неток­
сичного соединения. »В этих же грибах 
содержится ряд токсичных гептапепти­
дов — фаллоидинов, имеющих сходное 
с аманитинами строение (бицикличес- 
кое). Фаллоидины необратимо поража­
ют печень млекопитающих. Роль про­
тивоядия по отношению к ним выпол­
няет циклический декапептид -—■ ан- 
таманид, содержащийся в тех же гри­
бах, что и токсин.

1.4. Аминокислотный состав белков.
После выделения белка и определе­

ния его молекулярной массы следует 
изучить его первичную структуру, т. е. 
последовательность аминокислот в по- 
липептидной цепи. В автоматизирован­
ном варианте используют метод Эдма- 
на. Рассмотрим данный процесс на 
примере простого гексапептида: асп- 
гли-асп-фен-арг-гли. Необходимы сле­
дующие этапы.

1. Гидролиз пептида в 6%-ном ра­
створе HCI при 110 °С 24 часа.
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2. Разделение аминокислот гидролиза­
та методом колоночной ионообменной хро­
матографии на сульфонированном поли­

стироле (Дауэкс-50); аминокислоты иден­
тифицируют по их выходу с определён­
ным элюционным объёмом (рис. 2).

Элюционный профиль аминокислот гидролизата пептида 
Гли
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Элюционный профиль аминокислот стандартной смеси 
-*•--------------------------------------------------►

pH 3,25 
0,2 М цитрат Na

pH 4,25
0,2 М цитрат Na

pH 5,28 
0,35 М цитрат Na

Элюционный объём

Рис. 2. — Хроматографическое разделение аминокислот

3. Концентрацию аминокислот опреде­
ляют по реакции с нингидрином (откры­
вает а-аминогруппы). Чувствительность 
метода составляет 1 мкг (10 нмоль) кон­
центрации протеиногенных аминокислот, 
кроме пролина. Если требуется повысить 
чувствительность метода до открытия 
1 нг (10 пмоль), то добавляют флюореска- 
мин, связывающийся с а-аминогруппами 
и дающий флуоресцирующий продукт. 
В результате получается аминокислотный 
состав пептида: 2-асп-2-гли-фен-арг.

4. Определяют АГ-концевую амино­
кислоту путём добавления ДНФБ (2,4- 
динитро-1-фтор-бензол) по Сенджеру. 
В настоящее время используют дабсил 
хлорид или дансил хлорид, которые ре­
агируют с незаряженной а-аминогруп- 
пой с образованием флуоресцирующего 
сульфонамидного деривата (производ­
ного). После гидролиза в 6%-ном ра­
створе НС1 производят хроматографи­
ческое разделение аминокислот и выяв­
ляют флуоресцирующую аминокислоту 
в виде дабсил (или дансил)-производно- 
го. Этот метод по чувствительности на­
много превосходит метод с использова­
нием динитрофторбензола. Однако пол­
ный гидролиз пептида не позволяет ве­
сти анализ аминокислотной последова­
тельности.
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' СН3\  .СН3 
гГ  
1А,

kJ т1
so21
NH— CH— СООН

R
Дансильное производное 

JV-концевой аминокислоты

5. П. Эдман предложил технику ме- 
ченйя N-концевой аминокислоты и её

отделения без гидролиза остальных пеп­
тидных связей в пептиде. Для этого до­
бавляется фенилизотиоцианат, который 
реагирует с незаряженной а-аминогруп- 
пой с образованием фенилтиокарбамои- 
лового производного, которое отделяется 
при мягком кислотном гидролизе. Отде­
лившееся циклическое фенилтиогидан- 
тоиновое производное концевой амино­
кислоты определяется хроматографичес­
ким методом. Затем вся процедура по­
вторяется с укороченным на 1 аминокис­
лоту пептидом. Этот метод автоматизиро­
ван, и на 1 цикл затрачивается пример­
но 60 минут. Метод Эдмана позволяет 
анализировать аминокислотную последо­
вательность 50-членного пептида.

R R1 R2

.СО—CH—NH—СО—CH—NH—СО—CH—NH2 + P h -N = C = S - ^

R R 1 R 2

Фенилизотиоцианат

S

-> ...CO—CH—NH—CO—CH—NH—CO—CH—NH—C—NH—Ph —

Производное фенилтиомочевины

R R 1
I I

...CO—CH—NH—CO—CH—NH2 +

R 2
\

1
CH— NH 

0SSSS ^ N ^

I
Ph

Фенилтиогидантоиновое производное 
N-концевой аминокислоты

Для расщепления полипептидов на 
фрагменты, доступные для автоматизи­
рованного анализа по Эдману, исполь­
зуют:

1) химическое расщепление пептид­
ных связей, образованных карбоксиль­
ной группой метионина, с помощью 
бромциана (BrCN). Так, из белка, со­
держащего 10 остатков метионина, бу­
дет получено 11 пептидов;

2) ферментативный гидролиз трипси­
ном, расщепляющим пептидные связи, 
образованные карбоксильными группа­
ми аргинина или лизина. Белок, содер-

|жащий 9 остатков лизина и 7 остатков

аргинина, гидролизуется трипсином на 
17 пептидов;

3) применение другого фермента, на­
пример химотрипсина, катализирующе­
го гидролиз других пептидных связей, 
образованных карбоксильной группой 
ароматических и с объёмным неполяр­
ным радикалом аминокислот, позволяет 
оценить последовательность расположе­
ния в белке пептидов, которые получе­
ны после гидролиза трипсином.

Если анализируется олигомерный бе­
лок, то вначале изучают количество це­
пей, например, с помощью метода дву­
мерного электрофореза в полиакрила-



мидном геле в присутствии додецил- 
сульфата натрия (SDS-PAGE). Определя­
ют также количество ЛГ-концевых ами­
нокислот. Для разделения полипептид- 
ных цепей в олигомерном белке (не свя­
заны ковалентными связями) применя­
ют денатурирующие агенты — мочеви­
ну или гуанидин гидрохлорид. Поли- 
пептидные цепи, связанные дисульфид- 
ными связями, разделяют путём их вос­
становления до сульфгидрильных SH- 
групп. Для предотвращения повторного 
образования дисульфидных групп про­
изводят ацилирование SH-rpynn.

Важной задачей анализа структуры 
белка является определение положения 
дисульфидных связей. Для этого ис­
пользуют технику диагонального элек­

А . А . Чиркин, Е . О . Данченко р ц
@1

трофореза изолированных пептидов, со­
держащих дисульфидные связи:

1) расщепляют белок на пептиды с 
сохранёнными дисульфидными связями;

2) смесь пептидов наносят на угол 
хроматографической бумаги и произво­
дят электрофорез в одном направлении;

3) после завершения электрофорети­
ческого разделения выдерживают бума­
гу в парах надмуравьиной (пероксиму- 
равьиной) кислоты, которая окисляет 
остатки каждого цистина до двух ос­
татков цистеиновой кислоты; пептиды 
(R—СН2—S—S—СН2—R') разделяются 
из-за разрыва дисульфидных связей и 
становятся более кислыми из-за образо­
вания остатков цистеиновой кислоты
(R—СН2—S03” + R '—СН2—S03”);

Цистин Надмуравьиная

4) смесь пептидов подвергают второму 
электрофоретическому разделению в на­
правлении, перпендикулярному первому 
разделению. Пептиды, в которых не 
было дисульфидных связей, сохраняют 
свою электрофоретическую подвижность 
и располагаются вдоль диагональной ли­
нии, а пептиды, содержащие дисульфид­
ные связи, имеют иную электрофорети­
ческую подвижность и будут распола­
гаться вне диагональной линии (рис. 3);

5) выделяют пептиды, локализован­
ные вне диагональной линии, опреде­
ляют последовательность аминокислот 
в каждом из них и по положениям ос­
татков цистеина находят положение 
дисульфидных связей.

Использование высокоэффективной 
жидкостной хроматографии существен­
но повысило разрешающую способность 
метода исследования последовательнос­
ти аминокислотных остатков в поли- 
пептидной цепи. Современные газофа­
зовые секвенаторы позволяют анализи-

кислота Цистеиновая кислота

электрофореза

Рис. 3. — Диагональный электрофорез

ровать пептиды и белки в пикомоляр­
ных концентрациях. Это позволяет ана­
лизировать аминокислотную последова­
тельность пептидов, разделённых тех­
никой SDS-PAGE при решении различ­
ных задач протеомики.

Применение методов рекомбинант­
ных ДНК (генной инженерии) стало

Хімія: праблемы выкладання. № Ь; 2010
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: революционным этапом в исследовании 
первичных структур белков, содержа­
щих более 1000 аминокислотных остат­
ков. Знание последовательности нукле­
отидов в генах позволяет с помощью ге­
нетического кода определять исходную 
первичную последовательность амино­
кислот в синтезируемой полипептид- 
ной цепи. Это важно знать, поскольку 
после трансляции белок может подвер­
гаться различным модификациям.

1.5. Полиморфизм белков — суще­
ствование одного и того же белка в не­
скольких молекулярных формах, отли­
чающихся по первичной структуре, 
физико-химическим свойствам и про­
явлениям биологической активности. 
Причинами полиморфизма белков яв­
ляются рекомбинации и мутации генов. 
Изобелки — это множественные моле­
кулярные формы белка, обнаруживае­
мые в пределах организмов одного био­
логического вида, как результат нали­
чия более чем одного структурного 
гена в генофонде вида. Множественные 
гены могут быть представлены как 
множественные аллели или как множе­
ственные генные локусы.

Полиморфизм белков имеет следую­
щее биологическое значение:

1) полиморфизм белков в филогене­
зе — существование гомологичных бел­
ков у разных видов. У этих белков кон­
сервативными (неизменяемыми) оста­
ются участки первичной структуры, 
отвечающие за функцию белка. Для за­
мещения утраченных белков в организ­
ме человека используют такие гомоло­
гичные белки животных, в первичной 
структуре которых имеются минималь­
ные различия (инсулин быка, свиньи, 
кашалота);

2) полиморфизм белков в онтогенезе — 
существование гомологичных белков в 
разные отрезки жизненного цикла 
организма. У плода имеется гемогло­
бин F (фетальный гемоглобин ((ХгУг)., 
имеет большое сродство к кислороду). 
После рождения он заменяется на ге­
моглобин А г (осгРг);

3) тканевой полиморфизм белков. 
Один и тот же фермент в разных клет­

ках катализирует одну и ту же реак­
цию, но имеет отличия в первичной 
структуре — изоферменты. Изофер­
менты — это эволюционно закреплён­
ные формы одного и того же фермента, 
приспособленные к функционированию 
в органах с отличающимися условиями 
протекания катализируемой химичес­
кой реакции. Определение изофермен­
тов в крови помогает диагностировать 
поражение определённой ткани;

4) полиморфизм белков при патоло­
гии. Рассмотрим на примере множе­
ственных форм гемоглобинов. Они воз­
никают в результате точечных мута­
ций, передаваемых по наследству. При 
этом чаще всего происходит замена 
кислой аминокислоты на основную или 
нейтральную:

• в Нв С замена 6 глу в ß-цепи на 
лиз;

• в Нв Е замена 26 глу в ß-цепи на 
лиз;

• в Нв J замена 16 лиз в ß-цепи на 
асп;

• в Нв S замена 6 глу в ß-цепи на 
вал.

В последнем случае возникает забо­
левание серповидноклеточная анемия. 
Аномальные гемоглобины отличаются 
от нормального величиной заряда и 
электрофоретической подвижностью. 
Физико-химические изменения гемо­
глобинов сопровождаются нарушением 
транспортировки кислорода.

2. Вторичная структура белка.
Вторичная структура — способ 

укладки полипептидной цепи в упоря­
доченную структуру. Вторичная струк­
тура определяется первичной структу­
рой. Поскольку первичная структура 
генетически детерминирована, форми­
рование вторичной структуры может 
происходить при выходе полипептид­
ной цепи из рибосомы. Вторичная 
структура стабилизируется водородны­
ми связями, которые образуются между 
NH- и СО-группами пептидных связей.

Различают а -спираль, ß-структуру 
и неупорядоченную конформацию 
( клубок).

ь



2.1. а-Спираль.
Структура а-спирали была теоретичес­

ки предсказана Полингон и Корн за не­
сколько лет до её обнаружения (рис. 4). 
Спираль а — это палочкообразная 
структура, в которой пептидные связи 
расположены внутри спирали, а боко­
вые радикалы аминокислот — снаружи.

а-Спираль стабилизирована водород­
ными связями, которые параллельны 
оси спирали и возникают между пер­
вым и пятым аминокислотными остат­
ками. Таким образом, в протяжённых 
спиральных участках каждый амино­
кислотный остаток принимает участие 
в формировании двух водородных свя­
зей.

Рис. 4. — Структура а-спирали

На один виток спирали приходится 
3,6 аминокислотных остатка, шаг спи­
рали равен 0,54 нм, на один аминокис­
лотный остаток приходится 0,15 нм. 
Угол подъёма спирали составляет 26°. 
Период регулярности а-спирали равен 
5 виткам или 18 аминокислотным ос­
таткам. Наиболее распространены пра­
вые а-спирали, т. е. закручивание спи­

рали идёт по часовой стрелке. Образо-1 
ванию а-спирали препятствует пролин, 
аминокислоты с заряженным и объём­
ными радикалами (электростатическое 
и механическое препятствие).

Другая форма спирали присутствует 
в коллагене. В организме млекопитаю­
щих коллаген — преобладающий в ко­
личественном отношении белок: он со­
ставляет 25 % общего белка. Коллаген 
присутствует прежде всего в соедини­
тельной ткани. Имеются веские основа­
ния полагать, что коллаген повсемест­
но присутствует в виде правой тройной 
спирали, скрученной из трёх первич­
ных левых спиралей. Эта левая спираль 
с шагом 0,96 нм и 3,3 остатка в каж­
дом витке, более пологая по сравнению 
с а-спиралью. В отличие от а-спирали 
образование водородных мостиков здесь 
невозможно. Коллаген имеет необыч­
ный аминокислотный состав: 1/3 состав­
ляет глицин, примерно 10 % — про­
лин, а также гидроксипролин и гидро- 
ксилизин. Последние две аминокисло­
ты образуются после биосинтеза колла­
гена путём посттрансляционной моди­
фикации. В структуре коллагена посто­
янно повторяется триплет гли-Х-У, 
причём положение X  часто занимает 
пролин, а У — гидроксилизин. В трой­
ной спирали каждый третий остаток 
оказывается в центре, где по стеричес- 
ким причинам помещается только гли­
цин. Вся молекула коллагена имеет 
длину около 300 нм.

2.2. ß-Структура (ß-складчатый слой).
Встречается в глобулярных белках, а 

также в некоторых фибриллярных бел­
ках, например фиброин шёлка (рис. 5).

Полипептидные цепи почти полнос­
тью вытянуты, а не туго скручены, как 
в а-спирали. Плоскости пептидных 
связей расположены в пространстве по­
добно равномерным складкам листа бу­
маги. Стабилизируется водородными 
связями между СО- и NH-группами 
пептидных связей соседних полипеп- 
тидных цепей. Если полипептидные 
цепи, образующие ß-структуру, идут в 
одном направлении (т. е. совпадают С-
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NH,

и N-концы) — параллельная ß-структу­
ра; если в противоположном — антипа- 
раллельная ß-структура. Боковые ради­
калы одного слоя помещаются между бо­
ковыми радикалами другого слоя.

Содержание а-спиралей в белках, 
изученных к настоящему времени, 
крайне вариабельно. В некоторых бел­
ках, например миоглобине и гемогло­
бине, а-спираль лежит в основе струк­
туры и составляет 75 % , в лизоциме — 
42 % , в пепсине — всего 30 % . Дру­
гие белки, например пищеварительный 
фермент химотрипсин, практически 
лишены а-спиральной структуры, и 
значительная часть полипептидной 
цепи укладывается в слоистые ß-струк- 
туры.

Доказано, что образованию а-спира- 
ли способствуют глу, ала, лей, а ß- 
структуры — мет, вал, фен; в местах 
изгиба полипептидной цепи — гли, 
про, асп.

Простые а-спиральные структуры 
обычно имеют длину не более 4,5 нм,

но устойчивыми являются более длин­
ные структуры — 100 нм и более (мио­
зин и тропомиозин л мышцах, фибрин 
кровяного сгустка, кератин волос).

Считают, что шесть сгруппирован­
ных остатков, четыре из которых спо­
собствуют образованию спирали, можно 
рассматривать как центр спирализации. 
От этого центра идёт рост спиралей в 
обоих направлениях до участка — тет­
рапептида, состоящего из остатков, ко­
торые препятствуют образованию этих 
спиралей. При формировании ß-струк- 
туры роль затравок выполняют три ами­
нокислотных остатка из пяти, способ­
ствующие образованию ß-структуры.

В большинстве структурных белков 
преобладает одна из вторичных струк­
тур, что предопределяется их аминокис­
лотным составом. Структурным белком, 
построенным преимущественно в виде 
а-спирали, является а-кератин. Волосы 
(шерсть), перья, иглы, когти и копыта 
животных состоят главным образом из 
кератина. В качестве компонента про-



межуточных филаментов кератин (цито­
кератин) является важнейшей составной 
частью цитоскелета. В кератинах боль­
шая часть пептидной цепи свёрнута в 
правую а-спираль. Две пептидные цепи 
образуют единую левую суперспираль. 
Суперспирализованные димеры керати­
на объединяются в тетрамеры, которые 
агрегируют с образованием протофиб­
рилл диаметром 3 нм. Наконец, восемь 
протофибрилл образуют микрофибриллы 
диаметром 10 нм.

Волосы построены из таких же фиб­
рилл. Так, в отдельном волокне шерсти 
диаметром 20 мкм переплетены милли­
оны фибрилл. Отдельные цепи керати­
на скреплены поперечно многочислен­
ными дисульфидными связями, что 
придаёт им дополнительную прочность. 
При химической завивке происходят 
следующие процессы: вначале путём 
восстановления тиолами разрушаются 
дисульфидные мостики, а затем для 
придания волосаьі необходимой формы 
их высушивают при нагревании. При 
этом за счёт окисления кислородом 
воздуха образуются новые дисульфид­
ные мостики, которые сохраняют фор­
му причёски.

Шёлк получают из коконов гусениц 
тутового шелкопряда (Bombyх mori) и 
родственных видов. Основной белок 
шёлка — фиброин — обладает структу­
рой антипараллельного складчатого 
слоя, причём сами слои располагаются 
параллельно друг другу, образуя мно­
гочисленные пласты. Так как в склад­
чатых структурах боковые цепи амино­
кислотных остатков ориентированы 
вертикально вверх и вниз, в промежут­
ках между отдельными слоями могут 
поместиться лишь компактные группи­
ровки. Фактически фиброин состоит на 
80 % из глицина, аланина и серина, т. е. 
трёх аминокислот, характеризующихся 
минимальными размерами боковых це­
пей. Молекула фиброина содержит ти­
пичный повторяющийся фрагмент 
(гли-ала-гли-ала-гли-сер)„.

2.3. Неупорядоченная конформация. 
Участки белковой молекулы, которые 
не относятся к спиральным или склад­

чатым структурам, называют неупоря-. 
доченными.

2.4. Надвторичная структура. а-Спи-3 
ральные и ß-структурные участки в 
белках могут взаимодействовать друг с 
другом и между собой, образуя ансамб­
ли. Встречающиеся в нативных белках 
сверхвторичные структуры — энерге­
тически наиболее предпочтительны. 
К ним относят суперспирализованную 
а-спираль, в которой две а-спирали 
скручены относительно друг друга, об­
разуя левую суперспираль (бактериоро- 
допсин, гемэритрин); чередующиеся 
а-спиральные и ß-структурные фраг­
менты полипептидной цепи (напри­
мер, ßaßaß-звено по Россману, найдено 
в НАД+-связывающем участке молекул 
ферментов дегидрогеназ); антипарал- 
лельная трёхцепочечная ß-структура 
(ßßß) называется ß-зигзаг и обнаруже­
на в ряде ферментов микроорганизмов, 
простейших и позвоночных.

3. Третичная структура — способ 
укладки полипептидной цепи в трёх­
мерном пространстве. По форме третич­
ной структуры белки делятся на глобу­
лярные и фибриллярные. Глобулярные 
белки имеют эллипсовидную форму, а 
фибриллярные — нитевидную, вытяну­
тую (форма палочки, веретена). При об­
разовании глобулярных белков гидро­
фобная часть полипептидной цепи рас­
полагается внутри структуры, а гидро­
фильная — снаружи. Третичная струк­
тура стабилизируется связями между 
боковыми радикалами аминокислот. 
К ним относятся ковалентная (дисуль­
фидные) и нековалентные (водородные, 
ионные и гидрофобные).

Каким образом, линейная структура 
полипептида приобретает уникальную 
конформацию белка, способного выпол­
нять свою функцию? Как долго длится 
этот процесс? Цирус Левинталь (Cyrus 
Levinthal) оценил время, необходимое 
для создания энергетически оправдан­
ной конформации белка, состоящего из 
100 аминокислотных остатков. Он под­
считал, что если каждый аминокислот­
ный остаток может быть в трёх различ-
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ных конформациях, то общее количе­
ство структур будет З100, или 5 -1 0 47. 
Если время отличия одной структуры 
от другой принять за 10~13 с, то время 
всего поиска будет 5 - 1047-10 13 с, что 
равно 5 • 1034 с, или 1,6 • 1027 лет. В то 
же время известно, что на образование 
нативной конформации белка в клетке 
требуется несколько десятков минут. 
Такое чудовищное различие во времени 
перебора возможных конформаций по- 
липептидной цепи и её реального фол- 
динга (складывания) в клетке получи­
ло название парадокса Левинталя.

Для стимуляции образования биоло­
гически активной структуры в клетке 
существуют специфические белки, ко­
торые называются шаперонами. Они 
обладают сродством к экспонирован­
ным гидрофобным участкам полипеп- 
тидной цепи. Связывание с шаперона­
ми препятствует агрегации с другими 
белками и тем самым создаёт условия 
для нормального сворачивания расту­
щего пептида. Взаимодействие с шапе­
ронами — процесс энергозависимый: 
при освобождении шаперонов гидроли­
зуется АТФ. Шапероны принадлежат к 
трём белковым семействам, так называ­
емым белкам теплового шока («heat 
shock proteins», hsp60, hsp70, hsp90), 
или белкам стресса («stress proteins»). 
Своё название эти белки получили пото­
му, что их синтез возрастает при повы­
шении температуры и других формах 
стресса (радиация, тяжёлые металлы, 
свободные радикалы, токсины и т. д.). 
При этом они выполняют функцию за­
щиты белков клетки от денатурации. 
Белки — представители семейства 
hsp70 — связываются на начальной 
фазе образования растущего пептида. 
Одни из них контролируют процесс 
сворачивания белка в цитоплазме, дру­
гие — участвуют в переносе белков в 
митохондрии. Белки hsp60 (шаперони- 
ны) охватывают синтезированный по­
липептид наподобие бочонка, тем са­
мым обеспечивая условия для приня­
тия правильной конформации.

3.1. Нативная структура белка. Мно­
гие белки в третичной структуре име­

ют спирализованные, складчатые и не­
упорядоченные сегменты. При этом в 
функциональном и структурном отно­
шениях важно взаимное расположение 
аминокислотных радикалов. Домены — 
анатомически выделяемые участки тре­
тичной структуры узелка, отвечающие 
за выполнение определённой функции 
белка. Гидрофобные карманы — полос­
ти в третичной структуре, выстланные 
радикалами гидрофобных аминокислот 
и необходимые для погружения в моле­
кулу белка гидрофобных лигандов. 
Гидрофобные кластеры — участки по­
верхности белка, в которых сконцент­
рированы радикалы гидрофобных ами­
нокислот и служащие для взаимодей­
ствия с гидрофобными кластерами дру­
гих молекул. Каждый белок в натив­
ном состоянии имеет уникальную трёх­
мерную структуру (конформация белка), 
в которой белок выполняет свою биоло­
гическую функцию.

Для её выполнения белок приобрета­
ет нативную структуру путём уникаль­
ного складывания полипептидной 
цепи. Однако многие белки могут мо­
дифицироваться путём ковалентного 
присоединения определённых групп к 
аминокислотным остаткам полипептид­
ной цепи: 1) присоединение ацетиль­
ной группы к концевым аминокислот­
ным остаткам делает белок устойчивым 
к деградации; 2) присоединение гидро­
ксильной группы к остаткам пролина в 
коллагене делает коллагеновые фибрил­
лы более прочными; при недостатке ви­
тамина С в пище нарушается процесс 
гидроксилирования коллагена и возни­
кают повреждения стенок мелких крове­
носных сосудов (кровоточивость и пете- 
хии — типичный симптом цинги); 3) для 
свёртывания крови необходимо образо­
вание у-карбоксиглутамата в протром­
бине, а при недостатке витамина К 
этот процесс нарушается, что ведёт к 
кровоточивости; 4) присоединение оли- 
госахаридных единиц к остаткам аспа­
рагиновой кислоты в белках повышает 
их гидрофильность и служит для спе­
цифического взаимодействия с другими 
бэлками; 5) присоединение жирных



кислот к а-аминогруппам аминокислот 
или сульфгидрильной группе цистеина 
увеличивает гидрофобность белковой 
молекулы; 6) многие гормоны (адрена­
лин, глюкагон) регулируют активность 
ключевых ферментов, запуская процес­
сы их фосфорилирования—дефосфори­
лирования по остаткам серина и трео­
нина; инсулин запускает процессы 
фосфорилирования остатков тирозина.

Интересно, что некоторые медузы 
содержат флуоресцирующий зелёный 
протеин. За флуоресценцию отвечает 
трипептид в центре этого белка сер- 
тир-гли при спонтанном развёртыва­
нии и окислении. Такое свойство бел­
ка медузы нашло широкое применение 
при исследовании различных клеток в 
медицине. Многие белки теряют часть 
полипептидной цепи при переходе в 
активное состояние: 1) протеолитичес­
кий фермент поджелудочной железы 
трипсин активируется в двенадцати­
перстной кишке при отщеплении от 
трипсиногена шести аминокислотных 
остатков; 2) при свёртывании крови 
расщепление пептидных связей ведёт к 
превращению растворимого фибриноге­
на в нерастворимый фибрин; 3) ряд 
гормонов передней доли гипофиза обра­
зуется при расщеплении предшествен­
ника проопиомеланокортина.

3.2. Денатурация — разрушение 
третичной и частично вторичной струк­
туры белка с сохранением первичной 
структуры, т. е. потеря нативной 
структуры.

1. В зависимости от степени денату­
рации потеря биологической активно­
сти может быть частичной или полной.

2. При денатурации изменяются фи­
зические свойства белка, например 
снижается растворимость и белок выпа­
дает в осадок, поскольку теряются ос­
новные факторы устойчивости — заряд 
и гидратная оболочка. Если после уда­
ления денатурирующего агента восста­
навливается нативная структура белко­
вой молекулы, то это называется рена- 
турация (ренативация).

3. Денатурированные под действием 
соляной кислоты белки в желудочно-

кишечном тракте более легко перевари­
ваются под действием пищеваритель- ' 
ных ферментов. г

3.3. Факторы, вызывающие денату­
рацию.

1. Химические факторы: сильные 
кислоты или щёлочи, органические ра­
створители, детергенты, восстанавливаю­
щие агенты, концентрированные соли, 
тяжёлые металлы.

2. Физические факторы: температу­
ра, давление, механическое воздей­
ствие, ультразвуковое и ионизирующее 
излучение.

4. Четвертичная структура пред­
ставляет собой организацию несколь­
ких полипептидных цепей, каждая из 
которых имеет третичную структуру, в 
единую функциональную молекулу 
белка. Четвертичной структурой обла­
дают белки с молекулярной массой бо­
лее 50 000 Да. Протомер — отдельная 
полипептидная цепь в третичной 
структуре, не выполняющая функцию 
белка. Субъединица — протомер или 
объединение нескольких протомеров, 
способных выполнять часть функций 
белка. Олигомер (мультимер) — сочета­
ние протомеров или субъединиц в чет­
вертичной структуре белка, несущих 
полную функциональную активность 
белка. Четвертичная структура стаби­
лизируется нековалентными связями 
между протомерами (водородные, 
электростатические, гидрофобные взаи­
модействия). При разрушении связей, 
стабилизирующих четвертичную струк­
туру, происходят разделение субъеди­
ниц и потеря функции белка.

5. Взаимосвязь структуры и функ­
ции.

Рассмотрим на примере двух белков: 
миоглобина, имеющего третичную струк­
туру и способного запасать кислород, и 
гемоглобина, имеющего четвертичную 
структуру (4 субъединицы, каждая из 
которых напоминает глобулу миоглоби­
на) и способного как связывать, так и 
транспортировать кислород.
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5.1. Мйоглобйн.
Миоглобин является белком мышеч­

ной ткани, который депонирует кисло­
род и транспортирует его к митохонд­
риям. Для выполнения этой функции 
миоглобин должен обладать способнос­
тью связывать кислород при низком 
парциальном давлении кислорода, ког­
да гемоглобин его отдаёт. Кривая насы­
щения миоглобина кислородом имеет 
вид гиперболы (рис. 6). Парциальное 
давление кислорода р02 в ткани, окру­
жающей лёгочные капилляры составля­
ет 100 мм рт. ст. Поэтому миоглобин в 
лёгких мог бы весьма эффективно насы­
щаться кислородом. В венозной крови 
р02 равно 40 мм рт. ст., а в активно ра­
ботающей мышце — около 20 мм рт. ст. 
Но даже при таком р02 степень насы­
щения миоглобина кислородом будет 
весьма высокой (около 80 % ), и поэто­
му миоглобин не может отдавать кисло­
род тканям. Однако при кислородном 
голодании (тяжёлая физическая на­
грузка) р02 уменьшается до 5 мм рт. ст. 
и миоглобин может отдавать связанный 
кислород.

Структура миоглобина. Миоглобин 
является глобулярным белком (м.м. 
17 000 Да), который состоит из 153 ами­
нокислотных остатков. Около 75 % по- 
липептидной цепи спирализовано и об­
разует 8 правых а-спиралей (обозначает­
ся буквами от А  до Н). Полярные гид­
рофильные фрагменты расположены 
снаружи спирали, а неполярные гидро­
фобные — внутри молекулы (рис. 7).

Гем является простетической груп­
пой миоглобина и гемоглобина. Без 
гема миоглобин не может связывать 
кислород. Гем состоит из железа (Fe2+) 
и протопорфиринового кольца — прото- 
порфирин IX. Ион (Fe2+) связан 4 коор­
динационными связями с пиррольными 
кольцами протопорфирина IX. Гем на­
ходится в гидрофобном кармане моле­
кулы миоглобина. Пятая координаци­
онная связь образуется между атомом 
железа и остатком гистидина F8 (про­
ксимальный гистидин). Шестая коор- 

I динационная связь образуется с молеку-

Миоглобин Гемоглобин

Р50 Ткани Лёгкие
(Mb) Pso(Hb)

Рис. 6. — Кривая насыщения миоглобина 
и гемоглобина кислородом

лой кислорода, который встраивается 
между атомом железа и дистальным 
гистидином Е7. В неоксигенированном 
миоглобине атом железа на 0,03 нм вы­
ступает из плоскости кольца в направ­
лении гистирина F8. При связывании 
молекулы 0 2 с шестой координацион­
ной связью железа (оксигенированный 
миоглобин) атом железа втягивается в 
плоскость гема и выступает из неё 
только на 0,01 нм.

Таким образом, связывание 0 2 с мо­
лекулой миоглобина приводит к пере­
мещению атома железа и перемещаю­
щийся атом железа будет изменять по­
ложение проксимального гистидина 
F8, а следовательно, и конформацию 
а-спирали F и всей глобулы миоглобина.

6. Гемоглобин.
Гемоглобин находится в эритроцитах 

и участвует в транспорте кислорода от 
лёгких к тканям и углекислого газа от 
периферических тканей к лёгким. Ге­
моглобин обладает способностью связы­
вать кислород при высоком парциаль­
ном давлении кислорода (в лёгких) и 
высвобождать его в периферических 
тканях.

Гемоглобин — тетрамер, состоящий 
из четырёх нековалентно связанных 
субъединиц, которые по структуре на-



Рис. 7. — Структура миоглобина

поминают миоглобин (гемоглобин А х 
состоит из a2ß2). Подобно миоглобину, 
каждая субъединица имеет гидрофоб­
ный карман, в котором находится гем. 
Кривая насыщения гемоглобина кисло­
родом имеет S-образный (сигмоидный) 
характер. В сравнении с миоглобином 
гемоглобин связывает кислород при 
высоком парциальном давлении кисло­
рода в лёгких и отдаёт его в мышцах, 
где миоглобин связывает кислород.

Кооперативный эффект. При связы­
вании кислорода с шестой координаци­
онной связью железа ион железа втяги­
вается в плоскость кольца. Это приводит 
к изменению конформации всей поли­

пептидной цепи, что облегчает связыва­
ние второй молекулы 0 2. В итоге кри­
вая связывания кислорода гемоглоби­
ном имеет S-образный вид. Такой тип 
зависимости определяется кооператив­
ным (совместным) действием всех 
субъединиц в интересах всей молекулы 
гемоглобина. Наличие кооперативного 
эффекта даёт гемоглобину новое свойство 
транспорта газов: при 100 мм рт. ст. 
(в лёгких) молекула гемоглобина пол­
ностью оксигенируется (получает 4 мо­
лекулы 0 2). Ниже 80 мм рт. ст. моле­
кула гемоглобина отдаёт 0 2. Например, 
при р02 = 20 мм рт. ст. гемоглобин на­
сыщен примерно на 20 % кислородом,
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I а миоглобин — на 82 % . Очевидно, что 
--иксигемоглобин будет отдавать 0 2, а 
миоглобин его связывать.

Большинство внутриклеточных бел­
ков относятся к олигомерным; внекле­
точные белки, как правило, являются 
мономерами с небольшой молекуляр­
ной массой, а белки плазмы крови — 
крупные мономеры. Почему? Внутри 
клеток преобладают олигомерные бел­
ки, поскольку они: 1) снижают осмоти­
ческое давление; 2) хорошо регулиру­
ются эффекторами; 3) при наличии 
идентичных протомеров для их синте­
за требуется меньшее количество гене­
тического материала, а следовательно,

прогнозируется меньшее число ошибок; 
4) устранение дефектных молекул воз­
можно методами диссоциации — по­
вторной ассоциации протомеров. Вне­
клеточные белки, например эктофер­
менты пищеварительных органов, моно­
мерны, так как рз-за неопределенности 
их судьбы вне клетки требуется боль­
шое количество молекул с относительно 
низкой молекулярной массой. И нако­
нец, белки плазмы крови относятся к 
крупным мономерам, включающим не­
сколько доменов в связи с необходимос­
тью сохранения их в кровеносном русле 
(такие белки в норме не преодолевают 
гисто-гематические барьеры).
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Из истории химии

Первым белком, для которого была расшифрована 
первичная структура, был инсулин. Эту работу проделал 
в 1953 году Фредерик Сэнгер (Sanger), за что был удос­
тоен Нобелевской премии по химии (1958). А спустя по­
чти 40 лет Дороти Кроуфут Ходжкин (Hodgkin) с помо­
щью метода рентгеновской дифракции определила про­
странственное строение молекулы инсулина. Её работы 
также отмечены Нобелевской премией (1964).

Подготовила Н. А. Ильина


