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Резюме. С использованием дифференциальной спектрофотометрии в ультрафиолете оценивали кон�
формационные изменения человеческого сывороточного γ�глобулина при взаимодействии с катионами цинка
в растворе. Показано, что надфизиологические концентрации цинка вызывают снижение компактности упа�
ковки молекулы белка, ее развертывание во внемолекулярное пространство и образование надмолекуляр�
ных агрегатов γ�глобулина. В меньших, чем физиологические, концентрациях катионы цинка встраивают�
ся во внутренние компартменты белковой глобулы, формируют внутримолекулярные координационные
связи и компактизуют молекулу белка. При этом образования агрегатов γ�глобулина в растворе не происхо�
дит. Обсуждается роль двухвалентных катионов металлов в установлении определенных конформаций бел�
ков γ�глобулиновой фракции и в регуляции тем самым их эффекторных функций, реализуемых на уровне
межмолекулярных и межклеточных взаимодействий.
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CONFORMATION CHANGES OF HUMAN SERUM γ�GLOBULIN IN THE PRESENCE OF  ZINC IONS
Abstract. Conformational changes of human serum γ�globulin during interaction with the zinc ions were studied

in a solution. It has been shown that the presence of zinc in over its physiological concentrations led to increase in
optical density across the whole spectrum of γ�globulin ultraviolet absorption. On the contrary, hypochromia in
the spectrum was registered after interaction of the protein with zinc used in subphisiological concentrations.
Possible role of divalent metal cations in changes in conformation of the blood serum γ�globulins, and thereby in
regulation of their effector functions was discussed. (Med. Immunol., 2005, vol.7, № 4, pp 375�380)

Введение
Хорошо известно, что входящие в состав метал�

лоферментов и металлопротеинов катионы не толь�
ко являются ключевыми элементами активных цен�
тров, но и вовлекаются в структурные сайты связы�
вания, стабилизирующие молекулы в их нативной
конформации [1, 17, 21].

Следовательно, присоединение или донорствова�
ние металла, происходящее в ходе межмолекуляр�
ных взаимодействий, может существенно влиять на
компактность упаковки полипептидных цепей, что,
в свою очередь, должно определенно сказываться на
эффекторных свойствах содержащих металл или об�
менивающихся металлом биомакромолекул [6, 11,
15, 16].

Нашими предшествующими исследованиями обо�
снованы представления о двухфазовом характере вза�
имодействия γ�глобулина сыворотки крови человека
с катионами меди: определены диапазоны концент�
раций катионов, вызывающих гиперхромию и гипох�
ромию в спектре поглощения белка [8, 9]. Анализ по�
лученных данных свидетельствует о взаимодействии
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металла с γ�глобулином по внешним (в случае гипер�
хромии) и внутренним (в случае гипохромии) сайтам
связывания. Соответственно, конформационные из�
менения молекулы белка проявляются развертывани�
ем структур биополимера в периглобулярное про�
странство с интенсивным образованием надмолеку�
лярных форм (агрегатов) γ�глобулина [7�9] либо, на�
оборот, компактизацией молекулы, обусловленной
внутриглобулярным комплексообразованием, сопро�
вождающимся погружением части связавших медь
аминокислотных или сахарных остатков в междомен�
ные компартменты шарнирной области γ�глобулина
[8, 9].

В данной работе изучали взаимодействие γ�гло�
булина сыворотки крови человека с катионами цин�
ка – кофактора более чем 300 ферментов [22], струк�
турного компонента многих металлопротеинов [1,
22], фактора регуляции межмолекулярных взаимо�
действий [11, 12. 15, 16], определяющего биологи�
ческую активность содержащих его белков [12, 17,
18, 22], наконец – играющего важную роль в обеспе�
чении специализированных клеточных функций [12,
14, 22, 26] и непосредственно участвующего в проте�
кании основных иммунных реакций [13, 22, 25]. По
прочности связей, образуемых с некоторыми лиган�
дами, катионы цинка не уступают катионам меди,
наиболее активным в ряду двухвалентных металлов
[1, 24].

Материалы и методы
Использовали препарат человеческого сыворо�

точного γ�глобулина (Serva) в 0.15 М растворе NaCl
(рН 7.14�7.2) в концентрациях белка 50, 100, 150 и
200 мкг/мл. Освобожденные от крупных ассоциатов
белка пропусканием через мембранные фильтры с
диаметром пор 0.45 мкм (Millipore) образцы инку�
бировали в течение 1 часа при 37°С с хлоридом цин�
ка, примененным в концентрациях цинка от 0.1 до
12.0 мкг/мл. Постановку реакции осуществляли в
конических мерных полистиреновых 10 мл пробир�
ках (Costar); объем каждой пробы составлял 5.0 мл.
В качестве контроля использовали образцы γ�глобу�
лина, инкубированные с водным сульфатом цинка,
и пробы, не содержавшие солей цинка. Контрольные
эксперименты проводили с применением тех же кон�
центраций белка и катионов, что и в опытах с хлори�
дом цинка.

Реакцию учитывали спектрофотометрией в уль�
трафиолете в диапазоне длин волн от 190 до 320 нм,
с шагом 10 нм, в полуавтоматическом режиме с ис�
пользованием дифференцирующего спектрофото�
метра PU 8730 UV/VIS (Philips). Расчет молярных
отношений осуществляли на основании концентра�
ций γ�глобулина, определенных по поглощению при
длине волны 280 нм (коэффициент экстинкции 0.7).

Одновременно отслеживали агрегатообразование
в растворе белка. Реакцию учитывали визуально и
дифференцировали как: отсутствие помутнения ра�
створа, наличие и интенсивность опалесценции, на�
личие и мутность взвеси.

Кислотность раствора контролировали с помо�
щью электронного рН�метра�иономера Эксперт�001
(Эконикс�Эксперт).

Результаты
Присутствие в растворе катионов цинка вызыва�

ет очевидные изменения спектра поглощения γ�гло�
булина (рис.1). Использование цинка в диапазоне
концентраций от 12.0 мкг/мл (на порядок превыша�
ющей содержание катионов в нормальной сыворот�
ке крови) до 1.0 мкг/мл (соответствующей физио�
логической) приводит к нарастанию оптической
плотности раствора белка. Снижение концентрации
цинка до 0.5 мкг/мл вызывает гипохромию спектра
поглощения, выраженную в длинноволновой облас�
ти (рис.1). В условиях дальнейшего уменьшения со�
держания катионов металла спектр поглощения γ�
глобулина возвращается к исходному состоянию.

Сопоставление дифференциальных спектров, по�
лученных отнесением показателей поглощения γ�гло�
булина в присутствии цинка к оптической плотности
раствора нативного белка, позволяет установить, что
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Рис.1. Спектры поглощения в ультрафиолете человеческого
сывороточного γγγγγ*глобулина (100 мкг/мл) в присутствии кати*
онов цинка (сплошные линии) в сравнении со спектром по*
глощения нативного белка (штриховая линия) в диапазоне
длин волн 240*320 нм. Представлены выборочно.
Здесь и на рис.2 и 3 по оси абсцисс: длина волны, нм. По оси
ординат: оптическая плотность, ед.
Концентрации цинка: 1 – 12.0; 2 – 6.0; 3 – 3.0; 4 – 1.0; 5 –
0.5 мкг/мл. Спектр поглощения нативного γγγγγ*глобулина при*
веден по совокупности наблюдений.
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наиболее выраженный прирост поглощения регист�
рируется в диапазоне длин волн 250�270 нм (рис.2).
На эту же область спектра приходятся проявления ги�
похромии. Максимальные значения параметров обе�
их функций отмечены при длине волны 260 нм
(рис.2).

Разностные ультрафиолетовые спектры обнару�
живают, что коротковолновая полоса поглощения γ�
глобулина тоже претерпевает значимые изменения
как при использовании надфизиологических кон�
центраций цинка, так и в диапазоне концентраций
металла, близких или меньших, чем физиологичес�
кие (рис.3). Нарастание оптической плотности в ра�
створе белка характеризуется пиками поглощения
при 210 и 240 нм. При этом уже 3.0 мкг/мл цинка
вызывают гипохромию спектра, выраженную при
длине волны 220 нм, которая нарастает в присут�
ствии 1.0 мкг/мл катионов и достигает своего мак�
симума в образцах, содержащих 0.5 мкг/мл цинка
(рис.3).

Использование различных концентраций γ�гло�
булина, а также контрольные опыты с сульфатом
цинка обнаруживают те же закономерности в изме�
нениях спектра поглощения белка, за исключением
вариаций, связанных собственно с концентрацией γ�
глобулина и несколько большей или меньшей актив�
ностью отдельных концентраций катионов. Смеще�

ния пиков дифференциальных и разностных ульт�
рафиолетовых спектров не отмечено.

Присутствие в растворе γ�глобулина 1.0�12.0 мкг/
мл цинка вызывает образование надмолекулярных
агрегатов белка. Оно несколько более выражено при
использовании хлорида (табл.1), чем сульфата цин�
ка (табл.2), и проявляется наличием опалесценции
или взвеси в растворе. Интенсивность опалесценции
и мутность раствора, содержащего взвешенные аг�
ломераты γ�глобулина, нарастают с увеличением
концентрации катионов цинка (табл.1 и 2). В дозах,
меньших чем 1.0 мкг/мл металла, образования в ра�
створе белка агрегатов γ�глобулина не прослежива�
ется.

В исследованном диапазоне концентраций цин�
ка (в молярном выражении от 1.5х10�6 до 1.8х10�4 М)
кислотность образцов, содержащих цинк, варьирует
в пределах от 7.18 до 7.2 при использовании макси�
мальной концентрации хлорида и от 7.22 до 7.24 –
сульфата цинка, т.е. смещается по сравнению с кон�
трольным γ�глобулином менее чем на 0.1 единицы
pH. При этом нарастание ионной силы в растворе
по сравнению с примененным 0.15 М NaCl состав�
ляет 0.73% в случае хлорида и 1.18% – сульфата цин�
ка. Следовательно, ни кислотность образцов, ни ион�
ная сила раствора не могут оказывать существенно�
го влияния на регистрируемые показатели.

Взаимодействие γ&глобулина с катионами цинка.

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

230 240 250 260 270 280 290

1

2

3

4

Рис.2. Дифференциальные ультрафиолетовые спектры, по*
лученные отнесением значений поглощения γγγγγ*глобулина в
присутствии катионов цинка к оптической плотности раство*
ра нативного белка в диапазоне длин волн 240*290 нм. Пред*
ставлены выборочно.
По оси ординат: отношение показателей оптической плотно*
сти.
Концентрации цинка: 1 – 6.0; 2 – 3.0; 3 – 1.0; 4 – 0.5 мкг/мл.
Штриховая линия – показатели нативного γγγγγ*глобулина.
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Рис.3. Разностные ультрафиолетовые спектры γγγγγ*глобулина в
присутствии катионов цинка и нативного γγγγγ*глобулина в диа*
пазоне длин волн 190*320 нм. Представлены выборочно.
По оси ординат: изменение оптической плотности, ед.
Концентрации цинка: 1 – 12.0; 2 – 3.0; 3 – 1.0; 4 – 0.5 мкг/
мл.
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Произведенные на основании спектрофотометри�
ческого определения содержания γ�глобулина в ре�
акционной смеси расчеты показывают, что в данной
работе взаимодействие цинка с белком воспроизве�
дено в присутствии от 2 до почти 600 ионов Zn2+ на
молекулу γ�глобулина, т.е. в условиях молярного из�
бытка металла. Соответствующее нормальной сыво�
ротке крови человека эквимолярное отношение ка�
тионов Zn2+ и γ�глобулина в реакции не применяли,
поскольку спектральные изменения в растворе бел�
ка прекращались при использовании цинка в кон�
центрации 0.1 мкг/мл, т.е. когда на молекулу γ�гло�
булина приходилось, согласно произведенным рас�
четам, от 2 до 4 ионов металла. Наиболее выражен�
ные проявления гипохромии в спектре поглощения
белка отмечены при исследовании образцов, содер�
жавших 10�20 катионов Zn2+ на молекулу γ�глобу�
лина.

Обсуждение
Полученные данные свидетельствуют о том, что

присутствие в растворе γ�глобулина катионов цин�
ка вызывает существенную конформационную пе�
рестройку молекулы белка. В диапазоне молярных
отношений, превышающих 20 ионов металла на мо�
лекулу γ�глобулина, цинк взаимодействует, по�ви�
димому, с лигандами, расположенными на поверх�
ности молекулы белка (боковыми группами амино�
кислот, остатками моно� и олигосахаридов, специ�
ализированными сайтами связывания металла), что
приводит к снижению компактности упаковки бел�
ковой глобулы и ее развертыванию во внемолеку�
лярное пространство. В результате в водную фазу
высвобождается часть аминокислот и углеводов, ло�
кализованных в междоменной области γ�глобули�
на.

Высказанное предположение подтверждается за�
регистрированной гипохромией спектра поглоще�
ния белка (возникновением разностных ультрафи�
олетовых спектров со сдвигом в область коротких
волн), рассматриваемой в физической химии био�
логических систем как результат перемещения гид�
рофобных хромофоров из гидрофобной среды в бел�
ковой матрице в водную или солевую среду. Речь
может идти, прежде всего, о неполярных остатках
фенилаланина, входящих в упорядоченную часть
шарнирной области молекулы γ�глобулина и выс�
вобождаемых из междоменного пространства, т.к.
на их полосу поглощения (около 260 нм) приходит�
ся обнаруженный нами сдвиг в дифференциальном
спектре γ�глобулина (рис.2). Аналогичные измене�
ния наблюдали при взаимодействии белка с катио�
нами меди, когда, однако, эффект развертывания
молекулы в периглобулярное пространство оказы�
вался значительно выраженнее [8, 9].

Как и в опытах с медью, экспонирование во вне�
молекулярное окружение гидрофобных фрагментов
γ�глобулина, вследствие повышения вероятности
межмолекулярных гидрофобных взаимодействий и
формирования надмолекулярных структур, приво�
дит в присутствии цинка к агрегатообразованию в
растворе белка, определяемому нами в качестве ме�
таллозависимого процесса [7]. В отличие от эффек�
тов меди [7], катионы цинка не вызывали выпаде�
ния осадка агломератов белка в растворе. Формиро�
вание агрегатов γ�глобулина проявлялось различной
интенсивности опалесценцией или, с повышением
концентрации катионов металла, наличием хорошо
видимой и дифференцируемой по мутности раство�
ра взвеси (табл.1 и 2).

Особенности разностных ультрафиолетовых
спектров позволяют говорить о том, что, наряду с
гидрофобными силами, в межмолекулярные взаимо�
действия, ведущие в присутствии молярного избыт�
ка металла к образованию надмолекулярных агрега�
тов белка, могут вовлекаться и иные типы связей.
Действительно, отмеченная батохромия спектра по�
глощения γ�глобулина, проявляющаяся смещением
полосы поглощения нативного белка с 210�220 нм в
область 230�250 нм (рис.3), трактуется как следствие
появления заряда на аминокислотных остатках, вза�
имодействующих с металлом [3] и образования ме�
таллокомплексов [5].

Кроме того, одновременно с неполярными остат�
ками аминокислот в процессе агрегатообразования
могут участвовать высвобождаемые из междоменно�
го пространства полианионные углеводные цепочки,
способные, в силу своей природы, эффективно хе�
латировать металл и участвовать в формировании
контактов с положительно заряженными группами
соседних молекул [6].

Не исключено при этом, что сам цинк, за счет из�
вестного сродства к тиоловым группам [1, 13], взаи�
модействует с серосодержащими лигандами полипеп�
тидных цепей, стабилизирует остатки аминокислот с
сульфгидрильными группами [1], координируется
ими и выступает, как и медь, в качестве мостика меж�
ду соседними молекулами γ�глобулина [4]. Так мож�
но объяснить приобретение антителами, за счет свя�
зывания цинка константным регионом молекулы,
конформаций, способных к димеризации [20]. Через
Zn�связывающие домены происходит образование ди�
меров апопротеинов, сокращающее число принимае�
мых последними конформаций и повышающее их ус�
тойчивость к протеолизу [10]. Через цинковые мос�
тики димеризуются молекулы стафилококкового эн�
теротоксина D [22]. Наконец, важную роль сульфгид�
рильных групп отмечают в процессе стабилизации ка�
тионами Zn2+ модельных пептидов, обретающих в ре�
зультате встраивания металла устойчивость к дена�
турации в стандартных условиях [21].
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Обнаруженная нами в присутствии от 2 до 20 ка�
тионов цинка на молекулу белка гипохромия спект�
ра поглощения γ�глобулина с пиком при 220 нм
(рис.3), охватывающая и область поглощения хро�
мофоров ароматических аминокислот (рис.1), ука�
зывает, как и при взаимодействии с медью, на рост
компактности молекулы белка [8, 9]. Он происходит
вследствие встраивания металла во внутренние ком�
партменты белковой глобулы, формирования внут�
римолекулярных координационных связей и их пос�
ледующей или одновременной реаранжировки в ок�
ружении аминокислотных остатков и углеводов шар�
нирной области молекулы [4, 5].

В сравнении с эффектами меди [8, 9], компакти�
зация белка при взаимодействии с катионами цинка
выглядит намного выраженнее, что может свидетель�
ствовать о существенной разнице в характеристиках
связывания цинка и меди сайтами, локализованны�
ми внутри и на поверхности белковой глобулы. По�
хоже, что поверхностные лиганды предпочтительнее
связывают медь, в то время как внутренние – цинк.
Однако, комплексность исследуемых взаимодей�
ствий не позволяет трактовать полученные резуль�
таты с позиций специфичности или селективности
связывания конкретных катионов определенными
доменами молекулы. Ответы на возникающие воп�
росы требуют специальных, более глубоких иссле�
дований, а сопоставление эффектов меди и цинка на
уровне собственно связывания, а не взаимодействия,
с γ�глобулином выходит за рамки настоящей публи�
кации.

При этом понятно, что обнаруженные конформа�
ционные изменения белков γ�глобулиновой фракции
при взаимодействии с катионами цинка будут ощу�
тимо влиять на их биологические свойства как с точ�
ки зрения активности антител, так и имея в виду мно�
гочисленные эффекторные функции, проявляющие�
ся в ходе клеточных иммунных реакций. Связывание
цинка антителами рассматривают как необходимое
условие осуществления полноценного иммунного от�
вета [20]. В присутствии цинка усиливается связыва�
ние IgG с гистидин�богатым гликопротеином (ГБГ)
плазмы [15], в то время как взаимодействие последне�
го с C1q компонентом системы комплемента ослаб�
ляется [15, 16]. Эффект селективен, т.к. усиление свя�
зывания с ГБГ отмечено только для IgG, содержаще�
го легкие κ, но не λ цепи [16]. Это действие цинка, как
и усиление металлом связывания гистидин�пролин�
богатого гликопротеина с гепарином [11], наиболее
выражено при использовании физиологических кон�
центраций катионов [11, 15, 16].

С другой стороны, поскольку содержание свобод�
ного цинка в плазме оценивается на уровне 0.2�1.0
нМ [11, 16], а только вариабельные участки антител
образуют более 10 сайтов координации металла [24],
связывание цинка белками γ�глобулиновой фракции

Взаимодействие γ&глобулина с катионами цинка.

может обусловливать возникновение ощутимого де�
фицита этих катионов в периклеточном простран�
стве.

Роль цинка в иммуногенезе многопланова и раз�
нообразна [22]. Он определяет биологическую актив�
ность тимулина [12, 18], контролирует ранние ста�
дии созревания Т�лимфоцитов [22], выступает фак�
тором регуляции апоптоза лимфоцитов и тимоцитов
[19, 22]. Цинк индуцирует бласттрансформацию
лимфоцитов [26], пролиферацию тимоцитов [27],
выработку интерлейкина (IL)�1 и IL�6, фактора не�
кроза опухоли�α и интерферона�γ [22], повышает эк�
спрессию рецепторов IL�2, усиливает выработку
IL�2 и IL�8 [2, 26], действие IL�1α и IL1β [12], в т.ч.
выступая кофактором взаимодействия последних со
специфическими рецепторами [27].

Катионы цинка потребны для нормального про�
текания фагоцитоза [14] и реакций естественной ци�
тотоксичности (ЕЦТ) [13, 23]. Они вовлечены в мем�
бранные процессы, определяют сборку ансамбля
микротрубочек, повышают инфлюкс кальция, т.е.
участвуют в событиях начальных стадий взаимодей�
ствия лимфоцита с клеткой�мишенью (КМ), требу�
ющих интеграции цитоскелета и поляризации мем�
браны эффектора, и собственно запуске цитолиза
[25]. Они необходимы для распознавания молекул
МНС�I на КМ киллер�ингибирующим рецептором
р58 эффекторов ЕЦТ [22]. Дефицит цинка, в числе
более общих эффектов, вызывает количественную и
функциональную недостаточность Т�звена иммуни�
тета [2, 23], снижение антителообразования [23],
выработки иммуноактивных цитокинов [2, 18], ЕЦТ
[23, 25].

Полученные в настоящем исследовании данные
обнаруживают способность белков γ�глобулиновой
фракции вступать во взаимодействие с катионами
цинка и выраженно изменять конформационную упа�
ковку молекулы в зависимости от содержания метал�
ла в периглобулярном пространстве, а значит – с боль�
шой вероятностью связывать катионы по внешним
или внутренним координирующим сайтам. С учетом
изложенного выше, результаты обоснованно свиде�
тельствуют о возможности изменения в этих услови�
ях вектора транспорта и обмена металла в микроок�
ружении и, в силу этого обстоятельства, – существен�
ной трансформации спектра клеточных реакций и
синтетических процессов, зависящих от поступления
и наличия в примембранном пространстве катионов
цинка.
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