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ИССЛЕДОВАНИЕ КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЯ 
БРОМИСТОГО ЭТИДИЯ С ДНК ВО ВЛАЖНЫХ ПЛЕНКАХ 
МЕТОДОМ ИНФРАКРАСНОЙ СПЕКТРОСКОПИИ * 

М. А. Семенов, Т. В. Больбух 

Введение. Изучение методом инфракрасной (ИК) спектроскопии влаж-
ных пленок полинуклеотидов и Д Н К позволило получить сведения об 
их конформационном состоянии, о местах связывания молекул воды 
и влиянии гидратации на устойчивость спиральных структур [1—4]. 
Спектральные параметры ИК-полос поглощения (частоты, интенсив-
ности, полуширины) нуклеиновых кислот и воды весьма чувствительны 
к внутри- и межмолекулярным взаимодействиям. Это обстоятельство 
позволило использовать метод ИК-спектроскопии для изучения кон-
формации и структуры гидратной оболочки нуклеиновой кислоты в 
комплексе биомолекула — краситель, что необходимо для понимания 
механизмов взаимодействия и функционирования гидратной воды нук-
леиновых кислот с биологически активными веществами. 

В данной работе было проведено исследование комплексообразо-
вания бромистого этидия с Д Н К в пленках при различных относитель-
ных влажностях (ОВ) методом ИК-спектроскопии. 

Известно, что бромистый этидий образует с Д Н К довольно устой-
чивый комплекс [5—8]. В настоящее время особенно после рентгено-
структурного изучения с атомным разрешением кристаллов комплексов 
динуклеозидфосфатов А — У и Г — Ц с бромистым этидием [9, 10] 
считается, что фенантридиновое кольцо бромистого этидия интеркали-
рует между плоскостями оснований, изменяя при этом гликозидные 
углы, конформацию дезоксирибозы, межплоскостные расстояния и дру-
гие структурные параметры Д Н К [5, 11]. При этом, по-видимому, 
должно претерпеть изменение водно-ионное окружение, особенно в 
местах интеркалирования фенантридинового кольца. Иначе говоря, 
свойства гидратно активных групп азотистых оснований должны 
существенно измениться. Однако такие сведения почти отсутствуют, 
что затрудняет построение достаточно реальных моделей гидратного 
комплекса бромистый этидий — Д Н К . Кроме того, до сих пор не вы-
яснен вопрос о существовании в данном комплексе внекольцевых взаи-
модействий колебательных моментов перехода, которые были обнару-
жены в спиральных полинуклеотидах [12] и нативной Д Н К (нДНК) 
[13]. По-видимому, эти взаимодействия в местах интеркалирования 
бромистого этидия должны существенно измениться. 

* П р е д с т а в л е н а членом редколлегии В. И . Д а н и л о в ы м 
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Выяснению этих вопросов и посвящена настоящая работа. Пред-
варительные результаты были сообщены нами ранее [14]. 

Материалы и методы. В р а б о т е использовали Д Н К селезенки крупного рогатого 
скота , полученную в л а б о р а т о р и и Д . Ю. Л а н д о (Ин-т биоорг. химии А Н Б С С Р ) . П р е -
п а р а т ы Д Н К имели гипохромный э ф ф е к т при λ = 260 нм не н и ж е 38 %, с о д е р ж а л и мень-
ше 1 % белка и 9 % ионов натрия и к а л и я по отношению к сухому весу нуклеиновой 
кислоты. И с п о л ь з о в а л и бромистый этидий ф и р м ы « S e r v a » ( Ф Р Г ) . 

К о м п л е к с ы Д Н К с бромистым этидием готовили из их исходных р а с т в о р о в с соот-
ношением Р / Д = 4, где Р, Д — м о л я р н ы е концентрации ф о с ф а т о в Д Н К и бромистого 
этидия соответственно [15] . После л и о ф и л и з а ц и и готовили тонкие пленки, к о т о р ы е за-
т е м дейтерировали , у в л а ж н я л и и проводили а н а л и з их И К - с п е к т р о в аналогично [1] . 

И з о т е р м ы г и д р а т а ц и и н Д Н К , бромистого этидия и комплекса Д Н К — бромистый 
этидий были получены на установке , описанной в р а б о т е [16] . 

Результаты и обсуждение. Для выяснения влияния воды и бромис-
того этидия на Д Н К были получены спектры пленок бромистого эти-
дия, нДНК и Д Н К с бромистым этидием в области 900—3800 см - 1 

в дейтерированном и недейтериро-
ванном состояниях в интервале ОВ 
0—98% при 20 °С. Сравнительный 
анализ проводили построением за-
висимостей частот и интенсивностей 
полос поглощения азотистых осно-

Рис. 1. Спектры поглощения пленок Д Н К с 
бромистым этидием при ОВ 0 ( / ) , 66 (2), 
76 (5) , 86 (4), 92 % (5) 
F ig . 1. I R - s p e c l r a of D N A f i lms wi th e thidi-
i.im b r o m i d e at d i f f e r en t e i a t ive humid i t i e s : 
1 — 0 %, 2 — 66 %, 3 — 76 % , 4 — 86 % and 
5 - 9 2 % 

ваний и сахарофосфатного остова от числа молекул воды на нуклеотид 
(п), как в работах [1, 2]. Интенсивность полос поглощения измеряли 

в относительных едини, ах R = г д е Di и £)сух — оптические плот-
^ с у х 

ности в максимуме полос поглощения при 1-й и нулевой ОВ Д Н К соот-
ветственно. Число молекул воды на нуклеотид, сорбированной на нДНК 
в комплексе, рассчитывали с помощью полученных изотерм гидратации. 

О б л а с т ь п о г л о щ е н и я с а х а р о ф о с ф а т н о г о о с т о -
в а Д Н К . На рис. 1 приведены спектры пленок Д Н К с бромистым 
этидием при различных ОВ в области 940—1170 см - 1 поглощения са-
харофосфатного остова ДНК. Видно, что при ОВ больше 60 %, как 
и в случае нДНК, появляется характерная для спиральной структуры 
полоса поглощения при 1053 см - 1 [2], ответственная в основном за 
колебание С—О-групп дезоксирибозы [17]. Это свидетельствует о том, 
что Д Н К в комплексе с бромистым этидием при ОВ 60 % переходит 
в спиральную конформацию. 

Из рис. 2 видно, что при отсутствии особенностей на частотных 
зависимостях на зависимостях интенсивностей имеются участки, ха-
рактерные для А- и В-форм ДНК, как это и ранее было установлено 
для нДНК [2], однако уровень поглощения для Д Н К с бромистым 
этидием ниже, чем в случае нДНК. Это связано, по-видимому, с тем, 
что бромистый этидий частично препятствует гидратации сахарофос-
фатного остова спиральной формы ДНК. 

О б л а с т ь п о г л о щ е н и я а з о т и с т ы х о с н о в а н и й . Для 
Д Н К в комплексе в этой области спектра при увеличении ОВ или η 
обнаруживаются более существенные изменения по сравнению с об-
ластью поглощения сахарофосфатного остова. На рис. 3, а, б, при-
ведены спектры пленок при различных ОВ для недейтерированных 
образцов нДНК, Д Н К с бромистым этидием и спектр бромистого эти-

235 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА.—1987.—Т. 3, № 5 



дия. Количество последнего в пленке соответствует его содержанию в 
пленке с ДНК. Видно, что вклад спектра бромистого этидия в спектр 
Д Н К незначителен. 

Известно, что при ОВ больше 56% у нДНК появляется высокоча-
стотная полоса, которая при высоких влажпостях смещается до 

Рис. 2. З а в и с и м о с т ь частот ν и интенсивиостей R от числа м о л е к у л сорбированной в о д ы 
на нуклеотид η д л я полос поглощения ф о с ф а т н ы х групп Р 0 2 ~ ( v „ . s = 1 2 2 5 с м - 1 ) и дез-
оксирибозы С — О (ν = 962 см Д Н К с бромистым этидием (а, в) и н Д Н К (б, в) 
F i g . 2. P l o t s of f r e q u e n c i e s (ν) and r e l a t i ve in t ens i t i e s (R) vs the a m o u n t of so rbed w a t e r 
mo lecu l e s per nuc l eo t ide (n) fo r v i b r a t i o n g r o u p s : p h o s p h a t e — P 0 2

_ ( v a s = 1 2 2 5 c m - 1 ) 
a n d deoxyr ibose С — Ο (ν = 962 c m - 1 ) for D N A wi th e th id ium b r o m i d e (а, в) and f o r 
n D N A (б, г) 

1712 см - 1 ([1] и рис. 3, α). Обычно эту полосу связывают с появлением 
спиральной структуры ДНК, однако однозначное мнение по этому 
поводу в настоящее время отсутствует. Возможно, что за нее ответ-

ственно деформационное колебание 
NH2-rpynn аденина, гуанина и ци-
тозина, такая же полоса наблюда-
ется в двухспиральном комплексе 
поли (А) [17], где отсутствует кар-
бонильное поглощение. При увлаж-
нении пленок Д Н К с бромистым 
этидием эта полоса появляется, сме-

Рис. 3. Спектры поглощения пленок н Д Н К 
(а) и Д Н К с бромистым этидием (б) при 
различных О В в Н 2 0 — 0 ( / ) , 65 (2) , 76 
(3), 86 (4), 92 % (5) ; 6 — спектр пленки 
бромистого этидия 
F ig . 3. IR - spec t r a of n D N A (a) a n d D N A 
f i lms wi th e th id ium b r o m i d e (6) a t d i f f e r e n t 
r e l a t ive humid i t i e s in H 2 0 : 1 — 0, 2 — 65, 
3 — 76, 4 — 86, 5— 9 2 % , 6 — is a s p e c t r u m 
of e t h i d iu m b r o m i d e f i lm 

щаясь только до 1703 см - 1 (рис. З, б). По-видимому, это связано с учас-
тием при спирализации Д Н К одного атома водорода аминогруппы NH2 
в водородных связях уотсон — криковских пар, вследствие чего другой 
перекрывается гидрофобными группами (этильной и фенильной) бро-
мистого этидия, что препятствует образованию водородной связи с мо-
лекулой воды. Это должно привести к уменьшению «голубого» сдвига 
полосы поглощения деформационного колебания ЫН2-группы по срав-
нению с такой же полосой для нДНК. 
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Интересные результаты получены при сравнительном анализе за-
висимостей частот и интенсивностей полос поглощения внутри- и вне-
кольцевых колебаний азотистых оснований от ОВ или η для Д Н К 
с бромистым этидием в дейтерированном состоянии. На рис. 4, а, б, 
приведены типичные спектры пленок нДНК и Д Н К с бромистым эти-
дием в дейтерированном состоянии при различных ОВ. 

Рис. 4. Спектры поглощения пленок Д Н К при различных О В в ПгО: н Д Н К (а — 0 ( / ) , 
44 (2), 64 (3) , 80,5 (4) , 9 2 % ( 5 ) ) , Д Н К с бромистым этидием (6 — 92 {1), 80 (2 ) , 
64 (3), 44 % (4)) 

Fig . 4. iR - spec t r a of D N A f i lms a t d i f f e r e n t r e l a t i ve h u m i d i t i e s in D 2 0 fo r a) n D N A 
(1 — 0, 2 — 44, 3 — 64, 4 — 80.5, 5 — 92 % ) ; 6) D N A wi th e th id iurn b r o m i d e (1 — 92, 2 — 
80, 3 — 64, 4 — 44 %) 

Рис. 5. З а в и с и м о с т и частот ν и интенсивностей R от числа с о р б и р о в а н н ы х м о л е к у л во-
д ы η д л я полос поглощения — 1624 с м - 1 (а) и — 1 6 7 2 с м - 1 ( б ) : н Д Н К (Л 2); Д Н К с 
бромистым этидием (3,4) 

Fig . 5. P l o t s of f r e q u e n c i e s (ν) and r e l a t i ve in tens i t i e s (R) vs the a m o u n t of so rbed w a t e r 
mo lecu le s (η ) fo r the a b s o r p t i o n b a n d s —1624 c m " 1 (a) and — 1672 c m - 1 (6)\ n D N A 
(Λ 2), D N A wi th e thidiurn b r o m i d e (3y 4) 

Хорошо видны различия в спектрах при увеличении ОВ. Рассмот-
рим более подробно зависимости ν и R от η для некоторых полос. На 
рис. 5, а, б, приведены эти зависимости для полос 1624 см - 1 внутри-
кольцевого колебания C = N в основном аденина и 1672 см - 1 колебания 
С4 = 04-групп тимина. Видно, что в интервале ОВ 0 — 6 0 % , когда 
с Д Н К связываются приблизительно пять молекул воды на нуклеотид, 
происходит увеличение интенсивности полос как для нДНК, так и для 
Д Н К в комплексе. Это связано, как ранее было интерпретировано для 
нДНК [1], с гидратацией внутри- и внекольцевых связей азотистых 
оснований. При ОВ больше 56 % происходит резкое уменьшение ин-
тенсивности этих полос и высокочастотный сдвиг полосы карбонильного 
поглощения, свидетельствующие о том, что как нДНК, так и Д Н К 
с бромистым этидием переходят в спиральную конформацию. Из 
рис. 5, б, также видно, что характер зависимости изменения частоты 
от п полосы 1672 см - 1 одинаков для обеих ДНК. Поскольку в эту 
полосу дают вклад в основном С4 = 04-группы тимина, то надо пола-
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гать, что молекулы бромистого этидия не оказывают влияния на взаи-
модействия карбонильных колебаний. По-видимому, фенантридиновое 
кольцо бромистого этидия не интеркалирует в А — Т-богатые участки 
Д Н К . Тем не менее уменьшение при низких влажностях интенсивности 
полос поглощения вне- и внутрикольцевых колебаний Д Н К с бромистым 
этидием по сравнению с н Д Н К (рис. 5, а, б) свидетельствует об умень-
шении гидратации азотистых оснований. 

Кроме этого, при ОВ больше 76 % (рис. 5, а, б) происходит умень-
шение на 35 % ИК-гипохромизма полос поглощения 1625 и 1672 см - 1 

Рис. 6. З а в и с и м о с т ь частот ν и интенсивностсй R от числа сорбированных м о л е к у л во-
д ы η д л я полосы п о г л о щ е н и я 1578 с м - 1 (а) и поглощения в области — 1688 с м - 1 ( б ) : 
д л я н Д Н К {1, 2) и Д Н К с бромистым этидием (3) 
F i g . 6. P l o t s of f r e q u e n c i e s (ν) and r e l a t i ve in t ens i t i e s (R) v s the a m o u n t of so rbed 
w a t e r m o l e c u l e s (ή) fo r the a b s o r p t i o n b a n d s 1578 c m - 1 (a) and ~ 1688 c m - 1 (6), f o r 
n D N A (1, 2) a n d D N A wi th e th id ium b r o m i d e (3) 

для комплекса Д Н К — бромистый этидий. Это подтверждает данные 
о том, что плоскости соседних азотистых оснований, очевидно, при спи-
рализации Д Н К не имеют такого перекрытия, как в нДНК. К такому 
же выводу пришел автор работы [6], в которой также изучался комп-
лекс Д Н К — бромистый этидий в пленке при различных ОВ. 

Иной характер зависимости интенсивности от η или ОВ существует 
для полосы поглощения гуанина при 1578 см - 1 , связанной с внутриколь-
цевыми колебаниями атомов N 3 C 4 — С5С4 и С4С5 — C 4 N 9 [17] и полосы в 
области 1688 см - 1 , обусловленной колебаниями взаимодействующих 
карбонилов С6 = 0 6 [12]. Как видно из рис. 6, а, в начале гидратации 
сорбируются до семи молекул воды, зависимость R от η для полосы 
1578 см - 1 не отличается от таковой для полос 1625 см - 1 аденина и 
1672 см - 1 тимина. Однако при дальнейшей сорбции воды ( я > 7 ) при 
переходе Д Н К в спиральную конформацию наблюдается в отличие от 
н Д Н К рост интенсивности полосы при 1578 см - 1 для комплекса Д Н К — 
бромистый этидий. Поскольку эта полоса связана с колебаниями ато-
мов гуанина, расположенных в малой бороздке Д Н К , то, по-видимому, 
уже в начале спирализации (при п = 7) происходит интеркаляция фе-
нантридинового кольца бромистого этидия в малой борозде между 
Г — Ц-парами таким образом, что бром подходит к соответствующей 
связи и ее поляризует. 

Это приводит к росту дипольного момента связи (и), а следователь-
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ц — нормальная координата. 
О том, что происходит интеркаляция бромистого этидия свидетель-

ствует также зависимость R от η или ОВ при 1688 см - 1 , в которую 
вносят вклад Сб = 0 6-группы гуанина (рис. 6 , 6 ) . Видно, что для комп-
лекса Д Н К — бромистый этидий интенсивность этого поглощения при 
ОВ, больших 92 %, ниже, чем у свободной Д Н К . Это, быть может, 

где но, и интенсивности (/) ее полосы поглощения, так как 



связано с уменьшением числа взаимодействующих колебаний карбо-
нильных Сб = Об-групп вследствие интеркаляции бромистого этидия 
между этими осцилляторами. 

Таким образом, приведенные данные свидетельствуют о том, что 
при низких ОВ (до 56 %) бромистый этидий не взаимодействует с азо-
тистыми основаниями ДНК, но располагаясь на ее поверхности, ока-
зывает дегидратирующее влияние на сахарофосфатный остов. В интер-
вале ОВ 56—92 % происходит образование вторичной структуры ДНК, 
которое сопровождается интеркаляцией бромистого этидия преиму-
щественно в Г — Ц-пары со стороны малой бороздки ДНК, и при ОВ, 
равной 92 %, заканчивается формирование гидратной оболочки комп-
лекса Д Н К — бромистый этидий. При этом в местах интеркаляции 
бромистого этидия искажается не только структура ДНК, но и ее 
гидратная оболочка. 
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ТРИПТИЧЕСКИЕ ПЕПТИДЫ 
КАТАЛАЗЫ ГРИБА PENICILLIUM VITALE. 
1. РАЗДЕЛЕНИЕ И АМИНОКИСЛОТНЫЙ СОСТАВ 
РАСТВОРИМЫХ ПЕПТИДОВ 

Э. А. Козлов, М. Т. Кириленко, Т. Л. Левитина, 
Л. В. Гудкова, Р. Г. Дегтярь, Е. В. Солодова 

Введение. Ранее рентгеноструктурными исследованиями [1, 2], а также 
изучением аминокислотного состава и пептидных карт [3] было по-
казано, что каталаза Р. υ it ale состоит из четырех идентичных субъеди-
ниц с молекулярной массой 75 000—80 000. Каждая субъединица со-
держит примерно 650 аминокислотных остатков. Настоящее сообщение 
является первой публикацией по изучению первичной структуры ката-
лазы Р. υ it ale. 

Исследование первичной структуры каталаз печени, эритроцитов 
быка [4] и человека [5] показало, что указанные ферменты составляют 
группу высокогомологичных белков: на 506 остатков аминокислот на-
считываются 42 замены. Рентгеноструктурным исследованием пока-
зано, что каталаза P. vitale отличается от каталазы печени быка 
наличием дополнительного С-концевого домена, включающего около 
150 остатков аминокислот [2]. Исходя из данных рентгеноструктурного 
анализа, можно предположить, что N-концевая часть (приблизительно 
500 аминокислотных остатков) каталазы P. vitale гомологична по пер-
вичной структуре каталазам быка и человека. Изучая первичную 
структуру белков тел включений бакуловирусов [6—12], мы показали, 
что при гомологии выше 70 % для установления аминокислотной по-
следовательности полипептидной цепи исследуемого белка достаточно 
выяснить строение триптических пептидов и сравнить их с первичной 
структурой эталонного белка [13]. Можно полагать, что изучение 
строения триптических пептидов каталазы гриба P. vitale даст воз-
можность оценить степень гомологии этой каталазы и каталаз быка 
и человека, а в случае высокой степени гомологии — реконструировать 
первичную структуру фрагментов каталазы гриба. 

В данном сообщении описаны методы и результаты выделения и 
очистки индивидуальных пептидов из растворимой фракции трипти-
ческого гидролизата каталазы гриба P. vitale. 
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