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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ МЕТГЕМОГЛОБИНА 
С ФОСФОЛИПИДНЫМИ ВЕЗИКУЛАМИ 

Методом равновесной адсорбции исследовали связывание мет гемо глобина с фосфати-
дилхолиновыми липосомами. Определение термодинамических параметров комплексо-
образования проводили в рамках двухмерной решеточной модели внедрения белка в 
фосфолипидный бислой. Показано, что эта модель может быть применена для анализа 
взаимодействия интегральных белков с липидным матриксом мембран. 

В настоящее время для исследования основных принципов формирова-
ния надмолекулярной структуры биомембран широко используются мо-
дельные системы. Одним из важных аспектов их применения является 
изучение термодинамических параметров образования липид-белковых 
комплексов. Среди имеющихся моделей адсорбции наиболее адекват-
ное описание комплексообразования в липид-белковых системах дают 
предложенные Станковски [1, 2] двухмерные решеточные модели, учи-
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тывающие специфику межмолекулярных взаимодействий в биомемб-
ранах. 

Цель настоящей работы заключалась в изучении связывания мет-
гемоглобина с фосфатидилхолиновыми липосомами методом равновес-
ной адсорбции и анализе экспериментальных данных в рамках реше-
точной модели внедрения белка в фосфолипидный бислой. 

Материалы и методы. Оксигемоглобин выделяли из донорской крови по мето-
ду [3]. Метгемоглобин получали добавлением к оксигемоглобину 1,2 M избытка фер-
рицианида калия с последующей гель-фильтрацией на молселекте G-25. Д л я приго-
товления липосом из фосфатидилхолина раствор липида в этаноле упаривали в вакууме. 
К липидной пленке добавляли 0,01 M трис-НС1-буфер, содержащий 0,15 M NaCl, 
рН 6,5. Конечная концентрация липида составляла 10 мг/мл. Суспензию механически 
встряхивали 10 мин, затем озвучивали 7 мин при 4 °С с помощью диспергатора 
У З Д Н - 1 при частоте 22 кГц. Озвученную суспензию центрифугировали 30 мин при 
30 000 g. В работе использовали супернатант. 

Реакцию комплексообразования проводили в буфере (0,01 M трис-НС1, 0,15 M 
NaCl, рН 6,5) при 25 °С в течение 90 мин. Молярное соотношение белок: липид варьи-
ровали в пределах 6 - Ю - ' — 8 - Ю - 3 . Свободный и связанный белок разделяли с помощью 
гель-фильтрации на колонках 1X25 см) с гелем HW-60F. Скорость элюции составляла 
12 мл/ч. Концентрацию метгемоглобина определяли по поглощению при 407 нм, ис-
пользуя коэффициент молярной экстинкции 5,66· IO5 M - 1 с м - 1 . Оптическую плотность 
растворов измеряли на спектрофотометре СФ-46. 

Обработку экспериментальных данных проводили на ЭВМ БЭСМ-6 методом 
наименьших квадратов. 

Результаты и обсуждение. На рисунке представлена изотерма свя-
зывания метгемоглобина с везикулами из фосфатидилхолина. Анализ 
экспериментальной кривой проводили в рамках двухмерной решеточ-

Изотерма адсорбции метгемоглобина на 
везикулах из фосфатидилхолина (рН 6,5). 
Концентрация фосфолипидов 3,9· IO - 3 М. 
Пунктирной линией обозначена теоретиче-
ская кривая, соответствующая модели 
внедрения линейного лиганда в бислой 
The isotherm of methemoglobin adsorpt ion 
on phosphatidylcholine vesicles (pH 6.5). 
Phospholipid concentrat ion 3.9 ·10~3 M. 
Dotted line s tands for the curve calculated 
for the model of linear l igand incorporat ion 
into bilayer 

ной модели внедрения лиганда в мембрану [1]. Основанием для при-
менения этой модели послужили полученные к настоящему времени 
данные, свидетельствующие о том, что основным типом взаимодействия 
метгемоглобина с незаряженными фосфолипидами в условиях высокой 
ионной силы является встраивание гидрофобного фрагмента белковой 
молекулы в бислой [4—8]. 

Фосфолипидный бислой моделировали гексагональной решеткой 
(координационное число решетки 2 = 6 ) —структурными элементами, 
центрами которой являются головки фосфолипидов [1]. Встраивание 
фрагмента одной молекулы белка в бислой можно представить как по-
явление «белковых» центров решетки, занимающих площадь, соответ-
ствующую 'п липидных молекул. При этом геометрическое расположе-
ние «белковых» центров определяет форму лиганда, т. е. форму кон-
тактного участка. 

В общем случае, согласно Станковски [1], внедрение лиганда в 
фосфолипидный бислой можно описать с помощью выражений: 

Г / 1 + / I f y v c - λ ) 

^ i n c = T F ^ 7 ( i + T n r j ' ( 1 ) 
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(2) 

(3) 

где Кinc — константа сродства реакции встраивания белка в бислой; 
F — концентрация свободного белка; η — стехиометрия связывания, ха-
рактеризующаяся числом «белковых» центров решетки; В — концент-
рация связанного белка; L0 — общая концентрация липида; λ — п а р а -
метр, зависящий от формы лиганда; а — п а р а м е т р исключенной пло-
щади. В работе [1] показано, что для линейного лиганда 

ζ —2 2 
λ = ? - _ _£_ ; (4) 

Z nz v 7 

а = (η — 1) · λ. (5) 

В случае дискообразной формы лиганда справедливы соотношения: 

, в , 

η ν 7 

α = 3 ; (7 ) 

^ - , + V T T i S 

Однозначный выбор формы контактного участка осложняется рядом 
факторов. Во-первых, гидрофобная контактная площадка может воз-
никать вследствие диссоциации молекулы метгемоглобина на димеры, 
имеющей место в исследуемой области концентраций белка [4]. Во-
вторых, не исключено, что измене-
ние конформации адсорбированного 
белка приводит к экспонированию 
гидрофобного сегмента α-спирали. 
В первом случае более вероятна 
дискообразная форма контактного 
участка, а во втором — линейная. 
Как предлагается в работе [2], 
мы провели оценку нижних и верх-
них пределов величин Ki ПС И tl в 
предположении линейной и дискооб-
разной форм лиганда соответствен-
но. Значения параметров комплексообразования, полученные при ап-
проксимации экспериментальных данных уравнениями (1) — (8), пред-
ставлены в таблице. 

Поскольку площадь сечения молекулы гемоглобина составляет 
~ 2 6 0 0 А2, а средняя площадь, приходящаяся на головку фосфатидил-
холина, равна ~ 7 0 А2, молекула белка при адсорбции может покрыть 
~ 3 7 молекул липида. С учетом этой грубой оценки из таблицы можно 
видеть, что предположение о линейности контактного участка оказы-
вается более разумным. Согласно полученным данным, погруженный 
в бислой фрагмент белка охватывает площадь, приходящуюся на —40 
липидных молекул. Эта величина, по-видимому, несколько завышена 
вследствие ограничений используемой модели, связанных, в частности, 
с предположениями о полном насыщении решетки и несущественности 
объемных стерических затруднений при комплексообразовании. 

Изменение свободной энергии IAG = —і?ЛП/Сіпс | при взаимодей-
ствии метгемоглобина с фосфатидилхолиновыми липосомами составля-
ет — —4 к к а л / м о л ь и обусловлено, в основном, энтропийными эффек-
тами. Следует также отметить, что внедрение линейного фрагмента 

Параметры связывания метгемоглобина 
с фосфатидилхолиновыми липосомами 
Parameters of the methemoglobin binding 
to phosphatidylcholine vesicles 

Форма лиганда 

n 
К· . м - 1 

IllC 

Jl и ней І-ІЬІІЇ 41 8 , 5 · IO2 

Диск 7 6 0 9 , . ' М O2 
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В случае дискообразной формы лиганда справедливы соотношения: 

(4) 

(5) 

( 6 ) 

(7) 

(8) 



белка энтропийно более выгодно по сравнению с внедрением диска в 
фосфолипидный бислой. 

Таким образом, проведенное исследование комплексообразования 
в модельной липид-белковой системе позволяет сделать вывод, что 
двухмерная решеточная модель встраивания лиганда в бислой может 
быть применена для анализа взаимодействия интегральных белков с 
липидным матриксом биомембран. 

INTERACTION O F M E T H E M O G L O B I N W I T H P H O S P H O L I P I D V E S I C L E S 

О. P. Gorbenko, V. I. Dreval 

Sta l e Universi ty , Kharkov 

S u mm a r у 

The niethenioglobin b ind ing to phosphat idylchol ine l iposomes has been inves t iga ted by 
the equil ibr ium adsorp t ion technique. The exper imenta l i sotherm has been t rea ted in t e rms 
of two-d imens iona l latt ice model of protein incorpora t ion into bilayer. It w a s shown tha t 
the model involved m a y be used to ana lyze the in tegra l protein in teract ion with the 
m e m b r a n e lipid mat r ix . 
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