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Доценко О. И. Влияние низкочастотной вибрации на процессы агрегации альбумина в водном 

растворе. – Методом рассеяния света исследовано образование макромолекулярных комплексов в водных 
растворах альбумина под действием низкочастотной вибрации (интервал частот 8-32 Гц, амплитуды 
0,5±0,04 мм и 0,9±0,08 мм). Получены и обсуждены частотно-временные зависимости изменения средней 
молекулярной массы альбумина и коэффициента межмолекулярного взаимодействия. Показана роль водной 
среды и растворенного кислорода в процессах агрегации альбумина, инициируемых низкочастотной вибрацией. 
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Введение 
Изучение белков как основного составного элемента живой природы, а также влияния 

внешних факторов на белковые системы представляет собой одну из наиболее актуальных 
проблем биофизики. Межмолекулярные взаимодействия и динамика белковых 
макромолекул играют чрезвычайно важную роль в функционировании различных 
биосистем. В условиях современной жизни особенно интересным представляется изучение 
неизбежного влияния на эти системы различных отрицательных факторов и токсических 
воздействий. 

Ранее было установлено [1], что действие низкочастотной вибрации диапазона 8-32 Гц 
на растворы альбумина приводит к его окислительной модификации. Было показано, что 
модификации подвергаются как боковые аминокислотные остатки молекулы альбумина, 
такие как тирозин, триптофан, фенилаланин, лизин, аргинин, так и остатки, расположенные в 
более глубоких участках молекулы. Следствием этих процессов может быть образование 
внутренних и межмолекулярных сшивок и появление белковых агрегатов [2].  

Известно, что агрегация белковых молекул приводит к образованию олигомеров 
«неправильной» формы вследствие «ошибочных» межмолекулярных взаимодействий и 
может являться причиной многих заболеваний [3].  

В водном растворе молекула альбумина, состоящая из трех последовательно 
расположенных доменов, может динамически разгибаться и сгибаться, принимая 
определенные формы, в связи с чем можно предполагать наличие не одной определенной, а 
нескольких конформаций, соотношение между которыми зависит от условий, и которые, 
возможно, динамически сосуществуют [4]. Молекула белка вместе с водной фазой 
представляют собой единое целое, которое характеризуются определенной динамикой во 
времени. Белок как динамическая молекулярная конструкция оказывает существенное 
воздействие на водное окружение, а водное окружение, в свою очередь, оказывает влияние 
на динамику белковой молекулы [5]. Молекулы белка в растворе вследствие взаимодействия 
друг с другом могут обратимо образовывать агрегаты. Таким образом, в растворе белка 
устанавливается определенная временная иерархия структурных переходов начиная с времен 
порядка 10-9 с до десятки секунд – десятки минут. Характер такой иерархии может 
изменяться при действии разнообразных факторов [5]. 

В связи со сказанным выше цель работы состояла в изучении молекулярно-
динамических процессов, происходящих в водных растворах альбумина под действием 
низкочастотной вибрации.  

 
Материалы и методы исследования 
В работе использован сывороточный альбумин человека (HSA). Растворы альбумина 

(0,6-1,5 г/дл) в 0,015М Na-фосфатный буфере, рН 7,4, содержащем 0,15М NaCl, подвергали 
влиянию вибрации в течение 5-ти часов в интервале частот 8-32 Гц (шаг изменения частоты 
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4 Гц). Ионную силу и рН растворов белка поддерживали постоянными. Вибрацию 
совершали при помощи вибростенда, разработанного на кафедре биофизики ДонНУ, 
который состоял из генератора низкочастотных сигналов синусоидальной формы, усилителя 
и электромеханического преобразователя сигналов, совершающего колебания в 
вертикальной плоскости с заданной частотой и амплитудой. Экспериментальный стаканчик с 
раствором белка вертикально и прочно закрепляли на подвижной части вибратора (в этом 
случае механические колебания передаются в экспериментальную емкость с раствором с 
незначительными потерями мощности). Результирующую амплитуду сигнала 
контролировали с помощью осциллографа, подключенного к электромеханическому 
преобразователю сигналов.  

Амплитуда подаваемого сигнала в экспериментах составила 0,5±0,04 мм и 0,9±0,08 мм. 
В динамике эксперимента регистрировали мутность растворов спектрофотометрически на 
длине волны 340 нм. 

Молекулярную массу альбумина определяли, используя метод светорассеяния Релея-
Дебая [6, 7]. Уравнение Дебая позволяет связать экспериментально измеряемую величину – 
коэффициент рассеивания света (или мутность) с концентрацией раствора и коэффициентом 
межмолекулярного взаимодействия. 

Bc
M

cH
cf 2

1
)( +=⋅=

τ ,                                               (1)  

где 

( ) 2

4

2
0

3

3

32







⋅=
dc

dn

N

n
H

aλ
π

,                                                   (2) 

где с – концентрация растворенного вещества, г/см3, τ – мутность раствора, см-1, М – средняя 
молекулярная масса растворенного вещества, г, В – второй вириальный коэффициент, 
который является мерой межмолекулярного взаимодействия в растворе, см3⋅моль/г2, n0 – 
показатель преломления растворителя, λ – длина волны падающего света в вакууме, см, Na – 
число Авогадро, dn / dc – инкремент показателя преломления раствора, см3/г. Инкремент 
показателя преломления измерялся с помощью интерферометра Релея (погрешность 2%) в 
растворах с различной концентрацией белка. 

Рассматриваемый метод дает возможность прямого определения молекулярной массы 
макромолекул, для чего необходимо измерить τ при нескольких концентрациях и 
экстраполировать полученную зависимость )(cf  к концентрации c = 0. Наклон прямой )(cf , 
равный 2B, позволяет вычислить второй вириальный коэффициент B в разложении для 
свободной энергии, который характеризует степень отклонения раствора от идеального и 
служит мерой межмолекулярного взаимодействия в растворе. Погрешность определения 
коэффициента В и массы рассеивающих частиц составила 10%. 

 
Результаты и обсуждение 
На рис. 1 показаны кинетические кривые увеличения поглощения при 340 нм растворов 

альбумина, подвергавшиеся вибрации в интервале частот 8-32 Гц при амплитудах 
0,5±0,04 мм и 0,9±0,08 мм. На всех кривых виден участок соответствующий лаг-периоду, что 
указывает на зародышевый характер агрегации, т.е. в растворах альбумина сначала 
формируются стартовые агрегаты, которые впоследствии объединяются в 
макромолекулярный комплекс. Продолжительность лаг-периода зависит от частоты и 
амплитуды вибрационного воздействия – значительно сокращается в интервале частот 28-32 
Гц и удлиняется при воздействии с амплитудой 0,9±0,08 мм в интервале частот 8-24 Гц.  
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Рис. 1. Прирост поглощения в растворах альбумина, подвергавшихся вибрации с 

частотой: 1-8, 2-16, 3-20, 4-24, 5-28, 6-32 Гц. Амплитуда вибрации: А – 0,5±0,04 мм, Б – 
0,9±0,08 мм. Концентрация альбумина 1 г/дл. 

 
Полученные данные использовались для расчета средней молекулярной массы HSA. На 

рис. 2 показано изменение молекулярной массы альбумина в процессе воздействия 
вибрацией в частотном диапазоне 8-32 Гц различной амплитуды. 
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Б 

 
Рис. 2. Изменение средней молекулярной массы альбумина в зависимости от времени 

и частоты вибрации. Амплитуда вибрации: А – 0,5±0,04 мм, Б – 0,9±0,08 мм.  
 
Известно, что в среде NaCl альбумин не агрегирует самопроизвольно даже при 

вариации рН и ионной силы раствора [6]. Легкие ионы типа натрия обладают малым ионным 
радиусом и поэтому прочно удерживают на поверхности гидратную оболочку. Кроме того, 
участие β- и γ-карбоксильных групп в солевых мостиках лишает белковые молекулы 
способности реагировать со щелочными металлами [8, 9]. В связи с этим регистрируемые в 
эксперименте изменения молекулярной массы альбумина могут быть следствием влияния 
вибрации на изучаемую систему. Установлено, что средняя молекулярная масса HSA 
увеличивается от 69 кДа до 110-161 кДа и достигает максимальных значений после пяти 
часов вибрационного воздействия. Видно (см. рис. 2), что изменение молекулярной массы 
зависит от частоты, амплитуды и длительности вибрации. Так, например, при вибрационном 
воздействии с частотой 8 Гц, амплитудой 0,5±0,04 мм средняя молекулярная масса 
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альбумина после пяти часов воздействия составила 97,33 кДа, а при воздействии с частотой 
32 Гц и той же амплитудой – 110,87 кДа. При воздействии с частотой 8 Гц прирост 
молекулярной массы в процессе вибрации не зависит от ее амплитуды. В интервале частот 
12-24 Гц прирост молекулярной массы альбумина больше при воздействии с амплитудой 
0,5±0,04 мм, а в интервале частот 28-32 Гц – при воздействии с амплитудой 0,9±0,08 мм. 

На рис. 3 показано изменение второго вириального коэффициента (B) для альбумина в 
растворе в процессе вибрационного воздействия. Согласно Скэтчарду [6], второй 
вириальный коэффициент, описывающий парные взаимодействия в растворах, содержащих 
кроме низкомолекулярного растворителя еще и третий компонент – сильный электролит, 
например NaCl, имеет вид 
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где V1 –  удельный объем растворителя; Z – заряд макроиона; M2 – его масса; m3 – 
концентрация ионов соли. Параметры β22, β23 и β33 являются производными от 
коэффициентов активности, которые служат мерой эффективной концентрации данного 
компонента. Они характеризуют различные взаимодействия между ионами в растворе: 
эффект исключенного объема и взаимодействие между зарядами различных макроионов 
(β22), взаимодействие между макроионами и ионами соли (β23) и взаимодействие только 
между ионами соли (β33). Согласно (5) коэффициент межмолекулярного взаимодействия 
изменяется с ростом суммарного заряда на белке по параболическому закону (эффект 
Доннана). При больших концентрациях соли в растворе член, содержащий коэффициент β23, 
может существенно превышать (но модулю) первые два, и параметр B может стать 
отрицательным. При возрастании ионной силы раствора, т. е. при увеличении концентрации 
растворенной соли, в растворе возникают более сложные образования с участием ионов Na+ 
и Cl-. Вокруг заряженной молекулы белка создается облако противоионов, экранирующее 
кулоновское взаимодействие. Величина B уменьшается с увеличением ионной силы, однако 
масса белковых макромолекул в растворе при этом остается практически постоянной.  
 

А 

 

Б 

 
Рис. 3. Изменение коэффициента межмолекулярного взаимодействия в зависимости от 

времени и частоты вибрации при постоянной ионной силе раствора. Амплитуда вибрации:         
А – 0,5±0,04 мм, Б – 0,9±0,08 мм. 

 
В растворах альбумина с ионной силой µ=0,15 моль/л, использующихся в 

эксперименте, коэффициент межмолекулярного взаимодействия отрицателен и составил          
(-4,12±0,39)⋅10-4 см3⋅моль/г2. В процессе вибрации коэффициент В снижается по абсолютной 
величине, однако остается отрицательным. На рис. 3, А показано изменение В растворов 
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альбумина, подвергающихся вибрации с амплитудой 0,5±0,04 мм. При этом временная 
зависимость В состоит их двух участков: начальный линейный участок, длительностью 100-
120 мин, на котором прирост коэффициента межмолекулярного взаимодействия 
незначителен, и второй – участок параболического изменения В. При воздействии вибрации 
в интервале частот 8-20 Гц с амплитудой 0,9±0,08 мм изменение коэффициента В 
незначительно, хотя и в этом случае его значения снижаются по абсолютной величине. При 
воздействии вибрацией с частотами 28 и 32 Гц и этой же амплитудой регистрируются          
S-образные временные зависимости изменения В, причем по абсолютной величине его 
значение уменьшается в 3 раза, тогда как при действии вибрации той же частоты, но 
меньшей амплитуды только в 2 раза. Такой вид зависимости В указывает на снижение 
эффективного заряда альбумина, что и будет способствовать агрегации.  

Остановимся на анализе процессов, которые могут привести к агрегации альбумина. 
Белки в растворе представляют собой частицы, основным видом взаимодействия между 
которыми является кулоновское отталкивание. В случае заряженных молекул энергия 
кулоновского отталкивания больше кТ. Сближению макромолекул альбуминов, имеющих 
при нейтральных рН (~ 7) заряд q, примерно равный 10 ед. СГСЭ [6], препятствует их 
взаимное кулоновское отталкивание с энергией 
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, 

где l – расстояние между заряженными макромолекулами. С увеличением суммарного 
(отрицательного или положительного) заряда на белковой молекуле кулоновские силы 
отталкивания будут возрастать. Зафиксированное нами раннее увеличение количества 
карбонильных групп в молекуле альбумина [1] в процессе вибрационного воздействия 
указывает на рост отрицательного заряда молекул, что не будет способствовать агрегации.  

Однако эффективное уменьшение поверхностного заряда (в случае компенсации 
поверхностного заряда ионами) может привести к тому, что основным видом 
взаимодействия между макромолекулами станет диполь-дипольное, поскольку белки имеют 
аномально высокие дипольные моменты (который еще повысится при его окислительной 
модификации). Характер взаимодействия макромолекул белков в таких растворах уже будет 
определяется не кулоновскими, а диполь-дипольными силами. Энергия диполь-дипольного 
взаимодействия 
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где р – дипольный момент белка. При расстоянии между диполями r ~ 30 А энергия Epp может 
превышать тепловую энергию кТ почти в 100 раз [6], поэтому при сближении на предельно 
малые расстояния белковые молекулы могут образовывать макромолекулярный комплекс – 
дипольный кластер. Однако взаимодействие ионов Na+ с карбоксильными группами 
альбумина станет возможным при разрыве солевых связей между фиксированными ионами. 
Согласно [8] освободившиеся β- и γ-карбоксильные группы способны адсорбировать Na+, в 
том числе делать это избирательно. Кроме прямого взаимодействия между свободными и 
фиксированными ионами, существует также сильное автокооперативное взаимодействие 
между адсорбирующими центрами, на что и указывает характерный S-образный вид 
зависимостей В. Накопление карбонильных групп основного характера при вибрационном 
воздействии в интервале частот 24-32 Гц [1], большая часть которых может быть продуктами 
окислительной модификации гидрофобных аминокислотных остатков [10], указывает на то, 
что обсуждаемые выше процессы вполне возможны.  

Что касается интервала частот 8-20 Гц, при которых вибрация растворов альбумина 
вызывает окислительную модификацию только аминокислотных остатков, расположенных 
на поверхности, то регистрируемые процессы агрегации хорошо объясняются индуктивными 
эффектами [8], а не только перестройкой воды у поверхности белка [11], что так же не 
исключается. За счет I-индуктивного эффекта, проявляемого образовавшимися 
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карбонильными группами при модификации боковых остатков, внутренние водородные 
связи между пептидными карбоксилами и фенильными группами тирозиновых остатков, а 
также карбоксильными группами и другими аминокислотными остатками ослабляются, что 
может дестабилизировать спиральные участки в белковой молекуле. Благодаря небольшим 
размерам ион Na+ может проникать в гидрофобные области белка и связываться с 
карбоксильными группами. 

В результате указанных механизмов вторичная и третичная структуры альбумина 
могут локально изменяться, что приводит, прежде всего, к агрегатообразованию. 

В работах [1, 12] нами, с использованием собственных и литературных данных, 
детально обсуждалась роль водной среды и растворенного в нем кислорода в процессах 
окислительной модификации макромолекул в процессе низкочастотной вибрации. В связи с 
этим далее исследовалась роль растворенного кислорода в процессах агрегации. Для этого 
кислород тщательно удалялся из буферного раствора, за счет продувки аргоном, после чего в 
него добавляли нужное количество альбумина. Герметично закрытые растворы подвергали 
действию низкочастотной вибрации. Результаты исследования представлены на рис. 4. 
Видно, что при данных условиях проведения эксперимента рост оптической плотности 
растворов, а следовательно, и процессы агрегации, отсутствовали. 
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Рис. 4. Оптическая плотность растворов альбумина до и после вибрационного 

воздействия с частотой 24 Гц, амплитудой 0,5±0,04 мм, приготовленных на бескислородных 
буферных растворах. 

 
Таким образом, растворенный кислород принимает непосредственное участие в 

процессах окислительной модификации и агрегации альбумина под действием 
низкочастотной вибрации.  

 
Выводы 
1. Показано, что под действием вибрации частотного диапазона 8-32 Гц в растворах 

альбумина происходит образование агрегатов, средняя молекулярная масса которых на 60- 
100% превышает массу белка в исходных растворах.  

2. Анализ межмолекулярных взаимодействий показал, что образование агрегатов 
происходит за счет диполь-дипольного взаимодействия макромолекул при участии ионов 
Na+ в экранировании поверхностного заряда при связывании с β- и γ-карбоксильными 
группами альбумина. 

3. Показано, что растворенный в воде кислород принимает непосредственное участие в 
процессах окислительной модификации и агрегации альбумина. 
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Доценко О. І. Влив низькочастотної вібрації на процеси агрегації альбуміну у водному розчині. – 
Методом розсіювання світла досліджено утворення макромолекулярних комплексів у розчинах альбуміну під 
впливом низькочастотної вібрації (інтервал частот 8-32 Гц, амплітуди 0,5±0,04 мм и 0,9±0,08 мм). Отримані та 
обговорені частотно-часові  залежності змінення середньої молекулярної маси альбуміну та коефіцієнту 
міжмолекулярної взаємодії. Показана роль водного середовища та розчиненого кисню в процесах агрегації 
альбуміну під дією низькочастотної вібрації. 

Ключові слова: альбумін, низькочастотна вібрація, розсіювання світла, міжмолекулярна взаємодія. 
 
Dotsenko O. I. Influence of low-frequency vibration on processes albumin aggregation at the aqueous 

solutions. – The formation of macromolecular complexes at the albumin aqueous solutions at the action of low-
frequency vibration was investigated by light scattering methods (range of frequencies 8-32 Hz, amplitudes 
0,5±0,04 mm and 0,9±0,08 mm). Time-frequency dependence changes of albumins molecular weight mean and 
coefficient intermolecular interaction was obtained and discussed. The role of aqueous environment and solute oxygen 
in processes of albumin aggregation at the action of low-frequency vibration demonstrated. 

Key words: albumin, low-frequency vibration, light scattering, intermolecular interaction. 
 


