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Введение. Изучение релаксационных процессов в плавлении Д Н К на-
чалось во второй половине 60-х годов. Наиболее обстоятельное иссле-
дование кинетики плавления Д Н К было проведено в работе Шгіатца 
и Крозерса [1], где показано, что в плавлении Д Н К имеются очень 
медленные релаксационные процессы, и высказано предположение, что 
они связаны с выплавлением спиральных участков Д Н К , окруженных 
уже расплавленными областями. В работах [2, 3] было предположено, 
что именно эти процессы ответственны за необратимость плавления 
Д Н К при низкой ионной силе раствора. 

Дальнейший прогресс в развитии представлений о кинетике пе-
рехода спираль — клубок в Д Н К связан с открытием в середине 70-х 
годов эффекта тонкой структуры кривых плавления [4—6]. Это откры-
тие положило начало новому этапу в исследованиях перехода спи-
раль — клубок в Д Н К . Теоретический и экспериментальный анализы 
этого явления позволили получить детальную картину термодинамики 
процесса плавления [7—10]. Согласно современным представлениям, 
плавление Д Н К происходит путем кооперативного выплавления участ-
ков длиной в несколько сотен пар оснований, границы которых опреде-
ляются последовательностью пар оснований в Д Н К . Кооперативно пла-
вящиеся участки можно разбить на три типа: 1) участки, выплавляющи-
еся внутри спиральных областей; 2) участки, расположенные на границе 
расплавленных и спиральных областей; 3) участки, расположенные меж-
ду уже расплавленными областями. На основе этих представлений было 
показано, что наиболее медленные релаксационные процессы при плав-
лении Д Н К связаны с выплавлением участков 3-го типа [8, 11]. 

В работе [12] была построена количественная теория медленных 
релаксационных процессов при плавлении Д Н К , которая основана на 
представлении о независимом плавлении удаленных вдоль цепи участ-
ков двойной спирали. Такое рассмотрение является справедливым лишь 
при кинетических измерениях вблизи равновесной температуры плав-
ления, где, как было показано еще в работе [1], время релаксации не 
зависит ни от длины Д Н К , ни от вязкости раствора. В таком случае 
выплавление отдельных участков можно рассматривать как процесс 
миграции границ спиральных областей внутри этих участков. При плав-
лении участков 3-го типа, окруженных уже расплавленными областя-
ми, задача сводится, таким образом, к исследованию процесса мигра-
ции двух границ спиральной области. При этом термодинамическую 
стабильность пар оснований внутри рассматриваемого участка можно 
считать одинаковой и равной средней стабильности пар для этого 
участка. Такую модель изучали ранее в работах [13, 14]. 

Так как выплавление участка 3-го типа приводит к уменьшению 
числа спиральных областей, то, как показано в работе [12], время ре-
лаксации при плавлении участка этого типа в точке, отвечающей его 
равновесной температуре плавления, определяется эффективным фак-
тором кооперативности процесса. При этой температуре смещение 
границ спиральной области навстречу друг другу термодинамически 
невыгодно вплоть до момента их столкновения, так как связано с уве-
личением свободной энергии участка. Это и приводит к очень большим 
временам релаксации при плавлении такого участка. 

Теория медленных релаксационных процессов позволила объяс-
нить ряд наблюдавшихся на опыте эффектов. На ее основе была пред-
сказана зависимость профилей плавления Д Н К от скорости нагрева 
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образца, которая полностью подтвердилась в более поздних экспери-
ментах [15]. 

В 1984 году появилась работа Суямы и Вады [16], в которой ме-
тодом температурного скачка исследовалась кинетика плавления от-
дельных участков, расположенных на границе между спиральными и 
расплавленными областями (участков 2-го типа) . В этой работе пока-
зано, что сравнительно медленное расплетание этих участков не свя-
зано с гидродинамическим трением при раскручивании комплементар-
ных нитей двойной спирали. Поэтому естественной была попытка ин-
терпретировать экспериментальные данные в рамках представления о 
миграции границ спиральных областей в ходе плавления. Применение 
к этой ситуации приближения, в котором средняя стабильность пар в 
пределах данного кооперативно выплавляющегося участка считается 
одинаковой, дает времена релаксации, измеряемые сотыми долями се-
кунды [12]. Эта оценка находится в резком противоречии с экспери-
ментальными результатами работы [16]. Суяма и Вада высказали 
предположение, что скорость процесса определяется внутренней гете-
рогенностью кооперативно выплавляющихся участков. 

В настоящей работе мы провели теоретический анализ времени ре-
лаксации кооперативно выплавляющихся участков 2-го типа, учитыва-
ющий реальную последовательность пар оснований внутри таких участ-
ков. Анализ показал, что учет внутренней гетерогенности этих участ-
ков приводит к радикальному увеличению оценки времени релаксации 
при их плавлении. Полученные теоретические оценки находятся в хоро-
шем согласии с экспериментальными данными. Проведенный анализ 
процесса плавления рассматриваемых участков позволил выделить ха-
рактеристики последовательности, определяющие кинетику процесса, и 
на этой основе получить простые соотношения для вычисления скоро-
сти процесса. Анализ позволил также объяснить, почему учет внут-
ренней гетерогенности участков не существен при рассмотрении кинети-
ки плавления участков 3-го типа и очень важен для участков 2-го типа. 

Теория. Рассмотрим участок молекулы, состоящий из N звеньев, каждое из кото-
рых может находиться в одном из двух состояний: расплавленном или спиральном. 
Так как процесс плавления высококооперативен, мы будем предполагать, что в каж-
дый момент времени в этом участке существует лишь одна расплавленная область, 
примыкающая к его левому концу. Мгновенное состояние участка характеризуется 
единственным параметром η — числом расплавленных пар оснований. Переход из со-
стояния η — 1 в состояние η связан с выплавлением п-й пары оснований. Ему отвечает 
константа скорости kb, а обратному процессу — k f . Значения этих элементарных кон-
стант были определены экспериментально в работах [17, 18]. Их отношение, 
равно термодинамической константе стабильности п-й пары sn. Поскольку значения 
констант kb и kf определены с невысокой точностью, в отличие от их отношения, мы 
будем для определенности считать, что константа kf не зависит от сорта пары, a kb = 
= k f / S n . 

Пусть pn=pn(t) —вероятность нахождения участка в состоянии η в момент вре-
мени t. Вероятности ρ η подчиняются следующей системе кинетических уравнении: 

Рп = kf КХРп-1 - GT+1 + 1)Рп + Рп+1)> η— 0, 1 , 2 , . . . , N. (1) 

причем выполняются граничные условия: 

* Ґ Р - 1 — А> = 0, 8ΰ\_{ρΝ - ρΝ+ι = 0. (2) 

Так как в начальный момент времени / = 0 участок полностью спирален, выполняются 
начальные условия: 

Μ ° ) = δηο· " = 0 . 1 , . . . .м (3) 
Процесс плавления участка характеризуется временем релаксации: 

оо 
τ = ^F'(t)tdt, (4) 

ό 
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есть равновесная вероятность расплавления n-й пары оснований. 
Соотношение (8) позволяет рассчитать время релаксации для любой заданной 

последовательности звеньев, характеризующейся цепочкой констант стабильности пар 
оснований sn. 

Результаты расчетов. Д л я проведения расчетов мы выбрали те 
последовательности звеньев, которые отвечают кооперативно плавящим-
ся участкам 2-го типа. Такие участки выбирали из случайных последо-
вательностей путем расчета равновесных карт плавления. Расчеты 
были т а к ж е проведены для участка Д Н К ColEl, выплавляющегося на 
конце спиральной области, кинетика плавления которого была иссле-
дована в работе [16]. Последовательность этого участка взята из ра-
боты [19]. Термодинамические параметры Д Н К выбраны в соответствии 
с работой [16]: HAT = 6,31 ккал/моль, A H g c = 7 , 2 9 ккал/моль, AS = 
= 22 кал /моль-град . При генерировании случайных последовательно-
стей их среднее GC-содержание полагали равным 0,3. 

Результаты расчетов времени релаксации τ™ в середине интервала 
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Здесь m(t)—среднее число раскрытых пар в момент времени t, а т — равновесное 
число раскрытых пар. 

Можно показать, что из уравнений (1) — (7) следует: 

точками на рис. 1. Одна из точек соответствует участку Д Н К ColEl. 
Сплошная кривая на этом ж е рисунке отвечает времени релаксации 
участков с усредненной стабильностью пар ( s n = 1) в зависимости от 
их длины [12]: 

Из этого рисунка мы видим, прежде всего, что замена реальной 
последовательности на цепочку такой ж е длины с усредненной стабиль-
ностью звеньев приводит к занижению времени релаксации на несколь-
ко порядков. В частности, для участка, кинетику плавления которого 
изучали в работе [16], время релаксации, полученное в нашей модели, 
на три порядка превышает оценку, следующую из формулы (10). По-
скольку величина k f = 106—107 с - 1 [17, 18], мы находим, что время ре-
лаксации этого участка т т ~ 1 —10 с. Это хорошо согласуется с резуль-
татами работы [16]. Таким образом, учет внутренней гетерогенности 
кооперативно плавящихся участков 2-го типа позволяет устранить 
имевшееся расхождение между теорией и экспериментом. 

Мы видим, что времена релаксации х т участков 2-го типа опре-
деляются не только длиной, но существенным образом зависят от кон-
кретной последовательности пар оснований в каждом участке. Н и ж е 
мы попытались найти те характерные особенности последовательности, 
которые определяют кинетику процесса. 

каждого участка из 16 рассмотренных отмечены плавления 



Анализ результатов расчетов. Обозначим через 

изменение свободной энергии участка при выплавлении η пар основа-
ний с его левого конца. Типичный профиль изменения этой свободной 
энергии в интервале плавления кооперативно плавящегося участка 2-го 
типа приведен на рис. 2. Подобные профили изменения свободной энер-
гии при плавлении Д Н К рассматривались ранее в работах [20, 21]. 

Рис. 1. Расчетное время релаксации %т для 16 различных участков, кооперативно вы-
плавляющихся на границе спиральной области. Последовательности 15 участков, содер-
жащих различное число пар оснований Ν, были сгенерированы на ЭВМ с помощью дат-
чика случайных чисел ( · ) ; одна последовательность (О) отвечает кооперативно пла-
вящемуся участку ДНК ColEl, кинетика плавления которого была исследована в ра-
боте [16]. Расчеты отвечают середине плавления каждого участка 
Fig. 1. The calculated relaxation time xm for 16 different regions located at the end of 
the helix. Sequences of 15 regions were obtained by computer with the aid of a genera-
tor off random digits ( · ) . One sequence (O) corresponds to the cooperatively melting 
region of ColEl studied in [16]. The data correspond to the middle of melting interval 
for each region. The solid line is the length dependence of the relaxation time for regions 
with averaged stability of base pairs ( s n = l) 
Рис. 2. Типичный профиль изменения свободной энергии участка при выплавлении η 
пар оснований с одного конца при Т = Тт. Показана также используемая в тексте 
аппроксимация этого профиля 
Fig. 2. Л typical profile of free energy change due to melting out of η pairs from one 
end at T'=T,U. The approximation of the profile used in the text is also shown 

Совпадение F0 и FN отвечает условию, что температура соответствует 
середине интервала плавления Тт данного участка длины N. Тот факт, 
что Fn>0 для всех частично расплавленных состояний, означает, что 
все промежуточные состояния участка менее выгодны, чем полностью 
спиральное и полностью расплавленное, и плавление участка происхо-
дит кооперативно. 

Из самых общих соображений ясно, что в первом приближении 
время релаксации процесса плавления рассматриваемого участка долж-
но определяться высотой энергетического барьера B m = max Fn (рис .2) , 
т. е. tm ~ kf-1 exp (Bm/RTm). Такое приближение качественно правильно 
описывает процесс, однако неудовлетворительно с количественной точ-
ки зрения. Его можно значительно улучшить за счет приближенного 
учета энтропийных поправок, связанных с многостадийностью процес-
са плавления. 

Д л я этого рассмотрим следующую модель. Пусть максимум Fn 
достигается при п = пв. Разобьем весь участок на два отрезка: от 1 до 
nв и от nв+1 до N. Обозначим длины этих отрезков через N l и Nz 
соответственно. Будем считать, что стабильность пар оснований в каж-
дом из этих отрезков равна средней стабильности пар в каждом из 
них. Графически это означает, что мы аппроксимируем профиль Fn 
двумя линейными функциями, показанными на рис. 2. В рамках этой 
модели время релаксации %ш можно выразить в явном виде на основа-
нии формулы (8). Имея в виду, что для типичных последовательностей 
в ы п о л н я ю т с я у с л о в и я : e x p (Bm/RTm)>>1, Bm/RTm<<Nu Bm/RTm<<N2, 
мы получаем для времени релаксации t m * в этой модели: 

(11) 
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Мы сопоставили величины tm, рассчитанные по формуле (8), с 
величинами tm* для тех же 16 последовательностей, что и в предыду-
щем разделе. При этом величины Вт, N1 и N2 находили, анализируя 
эти последовательности. Результаты сравнения представлены на рис. 3. 
Этот рисунок описывает корреляции величин tm и tm*. К а ж д а я точка 
соответствует одной из 16 последовательностей, а отклонение точек от 

прямой характеризует различие между 
величинами tт и tm*. Мы видим, что 
формула (11) соответствует результа-
там численных расчетов, выполненных в 

Рис. 3. Корреляция величин Хт и х*т ДЛЯ ТЄХ ЖЄ 
16 участков, что и на рис. 1. Отклонение точек 
от прямой характеризует различие между вели-
чинами tm И tm* 
Fig. 3. The correlation of values tm and tm

* for 
the same 16 regions as in Fig. 1. The difference 
between Tm and x*m is characterized by the devi-
ation of the straight line 

рамках детальной модели. Поэтому ее можно принять в качестве оцен-
ки для истинного времени релаксации плавления участка 2-го типа. 

Проведенное исследование наглядно показывает, почему учет внут-
ренней гетерогенности совершенно необходим при анализе кинетики 
плавления участков 2-го типа. Как мы видим, время релаксации участ-
ков этого типа определяется, прежде всего, величиной энергетического 
барьера Вт. В приближении, когда стабильности пар оснований в рас-
сматриваемом участке считаются одинаковыми и равными средней 
стабильности, мы полностью пренебрегаем существованием этого барь-
ера. В отличие от этого случая, величина энергетического барьера на 
профиле изменения свободной энергии для участков 3-го типа опреде-
ляется значением эффективного фактора кооперативности, а не их внут-
ренней гетерогенностью. Так, при температуре, отвечающей равновес-
ной точке плавления участка 3-го типа, величина Вт равна [12]: 

BmcoRT In ( a ~ V / 2 ) , 

где а — фактор кооперативности. Поэтому учет внутренней гетероген-
ности не должен оказать существенного влияния на время релаксации 
участков 3-го типа. 

Заключение. Проведенный нами анализ показал, что учет внутрен-
ней гетерогенности участков, выплавляющихся на границе спиральных 
и расплавленных областей, совершенно необходим при количественном 
рассмотрении кинетики процесса плавления. Такое рассмотрение при-
водит к существенно большим временам релаксации для плавления 
участков этого типа по сравнению с теорией, в которой не учитывается 
внутренняя гетерогенность участков, и позволяет устранить имевшееся 
расхождение между теорией и экспериментом [16]. Анализ профилей 
свободной энергии при плавлении этих участков позволил сформулиро-
вать простую модель, учитывающую главные особенности распределе-
ния AT- и GC-nap в данном кооперативно плавящемся участке. В рам-
ках этой модели кинетические особенности процесса приобретают на-
глядное истолкование, и для времени релаксации процесса получается 
простое соотношение, практически совпадающее с результатами точных 
расчетов. 

Мы благодарим М. Д . Франк-Каменецкого и Б. Р. Амирикяна за 
полезные обсуждения и замечания. 

70 Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА, 1987, т. 3, ЛЬ 2 

рамках детальной модели. Поэтому ее можно принять в качестве оцен-
ки для истинного времени релаксации плавления участка 2-го типа. 

Проведенное исследование наглядно показывает, почему учет внут-
ренней гетерогенности совершенно необходим при анализе кинетики 
плавления участков 2-го типа. Как мы видим, время релаксации участ-
ков этого типа определяется, прежде всего, величиной энергетического 
барьера В т . В приближении, когда стабильности пар оснований в рас-
сматриваемом участке считаются одинаковыми и равными средней 
стабильности, мы полностью пренебрегаем существованием этого барь-
ера. В отличие от этого случая, величина энергетического барьера на 
профиле изменения свободной энергии для участков 3-го типа опреде-
ляется значением эффективного фактора кооперативности, а не их внут-
ренней гетерогенностью. Так, при температуре, отвечающей равновес-
ной точке плавления участка 3-го типа, величина Вт равна [12]: 
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