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ПРЕДИСЛОВИЕ КО ВТОРОМУ ИЗДАНИЮ

После выхода в свет первого издания этой монографии
она неоднократно обсуждалась в публичных и частных
дискуссиях. Оказалось, что многие положения, казавшие-
ся мне очевидными, должны быть изложены значительно
более детально. Некоторые приведенные эксперименталь-
ные данные устарели, появились новые работы. Все это
заставило внести в книгу ряд изменений, особенно в главы
4, 5 и 6. Эти изменения, однако, не коснулись основного
содержания монографии и логики рассуждений.

В настоящем издании изменена система литературных
ссылок, которые теперь распределены по отдельным
главам.

Я искренне признателен сотрудникам кафедры био-
физики физического факультета МГУ, Института биофи-
зики АН СССР, Института химической физики АН СССР
и всем коллегам, дружеская критика которых помогла
мне увидеть недостатки моего труда и в меру сил их ис-
править .

ИЗ ПРЕДИСЛОВИЯ К ПЕРВОМУ ИЗДАНИЮ

Эта книга написана в значительной степени по моти-
вам курса «Проблема современной биофизики», читаемого
автором на кафедре биофизики физического факультета
МГУ. Слушателями этого курса являются студенты и
аспиранты кафедры, т. е. люди, обладающие достаточно
хорошей подготовкой как в области физики, так и в обла-
сти биологии. Хотя я и попытался при написании книги
сделать ее доступной более широкому кругу читателей,
т. е. физикам, не знающим как следует биологии, и био-
логам, не знающим как следует физики, но я не вполне
уверен в том, что мне это удалось.
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Книга эта не является ни учебником, ни системати-
ческим изложением области науки. Мне кажется, что в
современной биологической физике, т. е. в той области
биологии, которой занимаются люди, имеющие фундамен-
тальное физическое или физико-химическое образование,
за последние годы получено столько конкретных ответов,
что вполне настало время поставить хотя бы несколько
общих вопросов. Эта книга и посвящена постановке таких
вопросов, выбор которых в значительной степени опреде-
ляется вкусом и интересами автора.

Хотя в книге, как это можно видеть из оглавления,
рассмотрен ряд проблем биологической физики, все они
представляют собой, по существу, различные стороны од-
ной, и, с моей точки зрения, наиболее интересной, пробле-
мы, а именно соотношения статистики и механики в биоло-
гических системах. Я думаю, что эта проблема одинаково
актуальна как для современной физики, так и для совре-
менной биологии. Широкие исследования биологических
объектов на макромолекулярном уровне впервые заста-
вили физиков рассматривать системы, не допускающие
раздельного статистического или механического описа-
ния. Монография и посвящена, собственно, анализу
следствий, вытекающих из этого утверждения.

Многие главы этой рукописи прочли некоторые мои
сотрудники и друзья, замечания которых были весьма
полезны при переделках текста. Особенно я благодарен
В. И. Пасечнику, критически прочитавшему почти всю ру-
копись, а также С. Э. Шнолю, А. П. Пурмалю, А. Л. Буча-

ченко, Э. К. Рууге, А. Ф. Ванину, В. И. Дещеревскому I
и Ф. И. Атаулаханову. Длительные обсуждения с
Д. С. Чернавским многих проблем, затронутых в этой
книге, способствовали формулировке ряда концепций.

Пользуюсь случаем выразить благодарность Н. П. Кир-
пичниковой и А. И. Климову за помощь в изготов-
лении рисунков. «Биологическое мировоззрение» авто-
ра складывалось в результате многолетнего общения и бе-
сед с Николаем Владимировичем Тимофеевым-Ресовским.
Я хочу выразить Николаю Владимировичу глубокую
признательность за все, чему научился от него в Миассово,
на Можайском море, в Обнинске и в Москве.

Л. А. Блюменфельд



Г Л А В А 1

ВВЕДЕНИЕ

§ 1.1. ЧТО ТАКОЕ БИОФИЗИКА!

В этой книге речь будет идти об основных проблемах,
стоящих перед биологической физикой. Вероятно, начать
надо с некоторых замечаний общего характера, касаю-
щихся предмета этой науки.

Термин «биофизика» получил в наши дни широкое рас-
пространение. Во многих странах мира издаются журна-
лы под этим названием, существуют институты и кафедры
биофизики, есть ученые, называющие себя биофизиками.
Однако само название этой науки может привести и часто
приводит к недоразумениям. Существует ли «биологиче-
ская физика», т. е. особая физика живой материи, отлич-
ная от физики, законы которой изучают школьники и
студенты? Ответ на этот вопрос является в известной сте-
пени «символом веры», который не может быть в наше
время строго обоснован, но тем не менее должен быть вы-
яснен для себя каждым, кто тратит или собирается тра-
тить свое время на изучение живого.

Поэтому, забегая несколько вперед, я начну с того, что
сформулирую свой ответ, свой символ веры, который в
дальнейшем постараюсь обосновать, хотя, повторяю,
вполне строго сделать это нельзя. Для полного описания и
понимания строения и функционирования всех существую-
щих биологических систем, в принципе вполне достаточно
известных нам основных законов физики *).

Следует подчеркнуть два обстоятельства. Первое со-
стоит в том, что речь идет об основных законах физики.
Ситуация здесь точно та же, что и при описании структуры
и функционирования сложных механических или радио-

.*) Здесь не были упомянуты химические законы, так как они
в принципе также не требуют для своего обоснования новых физи-
ческих постулатов.
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технических схем. Законы поведения этих схем могут
быть достаточно сложны и специфичны, однако никому
не приходит в голову искать новые физические законы
для описания, например, свойств данной конкретной схе-
мы телевизора. Эти свойства могут подчиняться вполне
определенным и сложным закономерностям, но они могут
быть до конца поняты и выведены логически на основе
физических принципов, по которым работают элементы
схемы, и знания конструкции, организации схемы. Для
описания каждой новой, отличающейся по своему поведе-
нию и конструкции схемы нет необходимости создавать
новую физику.

Второе важное обстоятельство заключается в том, что
изучаемые биологические системы считаются априори
заданными, существующими. Это означает, что в рамках
сформулированного выше символа веры биофизика пока
не в состоянии решить проблемы химической и биологиче-
ской эволюции, которые привели к возникновению живой
материи. Ведь именно теория биологической эволюции,
основы которой были заложены Дарвином, и является
главным содержанием биологии — науки о живом.

Вместе с тем тот факт, что существующие биологиче-
ские системы возникли в результате длительной химиче-
ской и биологической эволюции, полностью определяет
те физические и химические механизмы и особенности
структуры биологических объектов, которые будут обсуж-
даться в этой книге.

Таким образом, вероятно, наиболее правильным было
бы определить биологическую физику как ту часть био-
логической науки, в которой можно сегодня работать,
основываясь на принципах и методологии физики, т. е.,
другими словами, которой могут плодотворно заниматься
исследователи, имеющие фундаментальное физическое об-
разование. Ясно, что пока еще биофизика — лишь не-
большая часть всей биологии. По оптимистическому мне-
нию автора, эта часть будет со временем непрерывно воз-
растать, асимптотически приближаясь к целому. Сегодня
биофизика есть часть биологии, имеющая дело с физиче-
скими принципами построения и функционирования не-
которых сравнительно простых биологических систем, но
рассматривающая их как нечто данное и не занимающаяся
непосредственно вопросом^ их возникновения и эволюции.
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Теперь следует уточнить, что подразумевается под
«...пониманием строения и функционирования всех су-
ществующих... систем...».

Когда, ученый утверждает, что он понимает химические
свойства бензола, это означает возможность для него
хотя бы в принципе пройти логически весь путь от основ-
ных постулатов квантовой механики, электродинамики
и статистической физики до объяснения реакционной
способности и других химических характеристик сложного
образования, состоящего из 6 ядер углерода, 6 протонов
и 42 электронов, пространственно организованных в мо-
лекулу бензола. Практически этот путь никто не прохо-
дит (а в связи с огромными математическими трудностями
его сейчас и нельзя пройти, не допуская грубых прибли-
жений), однако никто не сомневается в том, что здесь не
возникнет необходимости введения новых принципиаль-
ных физических постулатов, не вытекающих из сравни-
тельно небольшого числа уже имеющихся. Конечно, на
этом пути формулируется множество законов химии, и
некоторые из них достигают огромной обобщающей силы
(например, периодический закон Д. И. Менделеева), од-
нако в каждом случае можно пройти тот же путь, не вводя
новых постула тов.

Следует подчеркнуть, что путь от основных постулатов
до конкретных объяснений в большинстве случаев про-
ходить не только не нужно, но и вредно. Это означало
бы сознательный отказ от использования огромного коли-
чества химических закономерностей, сформулированных
в результате исследований многих поколений ученых и
составляющих в конечном счете содержание химической
науки. На уже набивший оскомину и в значительной сте-
пени потерявший смысл вопрос о том, можно ли свести
химические законы к физическим, следует, вероятно, от-
вечать так: в принципе можно, но, как правило, не нужно!

Естественно, наука знает и другие ситуации. Понима-
ние электрических и магнитных явлений невозможно
на основе механики без введения новых постулатов,
являющихся обобщением опыта и логически не вытекаю-
щих из законов механики. Введение новых постулатов,
по-видимому, всегда связано с введением новых мировых
постоянных (в рассматриваемом примере — с введением
постоянной с). При переходе от макрофизических законов
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к микрофизическим приходится вводить постулаты
квантовой механики, и появляется новая мировая посто-
янная *) h.

Символ веры, о котором говорилось выше, заключает-
ся, собственно, в^ убеждении, что, как и в химии, в био-
физике для понимания закономерностей строения и функ-
ционирования биологических систем не придется вво-
дить новые постулаты и новые мировые постоянные.

Вместе с тем, как уже было отмечено выше, основные
физические и химические закономерности процессов, про-
текающих в биологических системах, ни в коем случае
не исчерпывают биологии. В основе биологии лежит уче-
ние о биологической эволюции. Это не означает, конечно,
что для понимания биологической эволюции потребуются
новые физические постулаты. В конечном счете первичным
событием эволюционного процесса является конвариант-
ная редубликация, т. е. самовоспроизведение биополимер-
ного комплекса, несущего генетическую информацию,
с воспроизведением структурных вариантов, возникших
в результате случайных мутаций [3].

По-видимому, биофизическая теория биологической
эволюции должна будет исходить из факта существования
в любой единице живой материи четкого различия между
фенотипом и генотипом, т. е. между самим организмом,
взаимодействующим с внешней средой, и заложенной
в нем инструкцией для его построения, которая почти
не подвержена непосредственно влиянию внешних
условий.

Главная особенность процесса биологической эволю-
ции заключается в том, что элементарные акты изменения
наследственных признаков, мутации, происходят только
в генотипе, тогда как изменения внешней среды могут при-
водить только к ненаследуемым изменениям фенотипа.
Связь между фенотипическими и генотипическими изме-
нениями, т. е. в значительной мере обусловливаемое внеш-
ней средой последовательное изменение генотипа, реали-
зуется по открытому Дарвином механизму естественного
отбора. Собственно, эволюционирует генотип, а проявля-
ется эта эволюция в форме изменений фенотипа.

*) О двух типах физических теорий, требующих и не требующих
введения новых постулатов и мировых постоянных, см. [1, 2].
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При построении теории биологической эволюции мож-
но конечно, в принципе оставить в стороне вопрос о меха-
низме реализации инструкции, записанной в генотипе,
о способе превращений изменений генотипа в изменения
фенотипа, т. е. вопрос о механизме онтогенеза. Современ-
ные математические теории биологической эволюции так
и делают. Учитывая уровень наших знаний, это, по-види-
мому, правильный путь. Однако разделение проблем
эволюции и онтогенеза сводит решение первой проблемы
к математическим построениям и оставляет некоторое
чувство неудовлетворенности.

Многим исследователям, увлеченным достижениями
молекулярной биологии последних лет, кажется, что раз-
витие биохимии нуклеиновых кислот и нуклеопротеидов,
выяснение механимов репликации ДНК фагов, биосин-
теза и регуляции синтеза белка неуклонно ведут нас к
истинному пониманию механизмов онтогенеза и элемен-
тарных наследуемых изменений фенотипа. Следует пом-
нить, однако, что до сих пор в этой области биологии все
выясненное нами на молекулярном уровне относится
только к механизмам наследуемых изменений белковых
молекул. Длинный путь от белка до признака еще даже не
разведан, а без его прохождения истинное понимание
и объяснение эволюционного процесса невозможно. Я по-
лагаю, что решение этой важнейшей задачи современного
естествознания требует прежде всего появления новых
идей и представлений. К сожалению, они, по-видимому,
будут принадлежать пока к той части биологии, которая
еще не стала биофизикой.

О попытках термодинамического подхода к пробле-
мам биологической эволюции речь будет в следующей
главе.

Между ситуациями в биофизике и в химии имеется
еще одно весьма существенное различие. Химик обычно
знает логический «путь» от структуры своего объекта
(молекулы или молекул) к его химическим свойствам,
и затруднения, возникающие на этом пути, носят, как
правило, технический характер.

Биофизик в большинстве случаев логического пути
от структуры к функциям, от структуры к свойствам не
знает. Он твердо убежден лишь в том, что такой путь
существует.
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§ 1.2. КОМПОНЕНТЫ КЛЕТКИ
И ИХ ОТЛИЧИТЕЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ

До сих пор мы говорили о «биологических системах»,
«живой материи» и т. п., не уточняя, о каких, собственно,
объектах идет речь. Деление на живое и неживое в биоло-
гии проведено весьма условно. Большинство биологов
считает, что живое начинается с клетки. При рассмотре-
нии биофизических проблем нам здесь редко придется
выходить за пределы клетки. Поэтому мы примем этот ус-
ловный критерий и, если специально не оговаривается
иное, под терминами «биологическая система», «живая
материя» и т. п. будем подразумевать просто клетку.

Прежде всего необходимо подчеркнуть, что в клетке со-
держатся те же элементы периодической системы, что и
в объектах мертвой природы. Никаких химических эле-
ментов, присущих только живому, не существует. Если
рассмотреть элементарные низкомолекулярные единицы,
из которых в конечном счете состоит всякая клетка,—
аминокислоты белков, нуклеотиды нуклеиновых кислот,
мономеры полисахаридов, коферменты и т. д., то ока-
жется, что здесь тоже нет принципиально новых соедине-
ний, нет новых блоков, используемых только в живых
системах. Точно такие же или весьма похожие соединения
синтезируют и исследуют химики, имеющие дело с явно
неживыми объектами.

При более детальном анализе этих низкомолекуляр-
ных «кирпичиков» выясняется ряд интересных общих
закономерностей. Хотя эти закономерности и не являются
специфическими именно для живой материи, тем не менее
они могут заставить задуматься о том, не кроется ли
в «подборе» свойств этих элементарных блоков нечто весь-
ма существенное для функций живых систем.

Наиболее важные низкомолекулярные компоненты
клетки — нуклеотиды, порфирины, флавины, хиноны, не-
которые аминокислоты, каротиноиды и т. д.— обладают
рядом общих свойств. Они характеризуются сравнитель-
но низкой энергией электронного возбуждения, низким
потенциалом ионизации и высоким *) сродством к элек-

*) Низкими и высокими по сравнению с большинством органи-
ческих соединений.
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трону, высокой электронной поляризуемостью. Короче,
дело обстоит так, как будто все эти активные химические
группы предназначены для участия в процессах, требу-
ющих переноса электронов.

При рассмотрении структур элементарных низкомоле-
кулярных блоков, из которых построена клетка, следует
обратить внимание на еще одну интересную особенность.
Одни и те же химические структуры принимают участие
в самых различных процессах. Никотиноамидаденинди-
нуклеотид (НАД) и никотиноамидадениндинуклеотидфос-
фат (НАДФ), выполняющие в клетке функцию перенос-
чиков водорода, построены из азотистых оснований, ос-
татка пятичленного сахара (рибозы) и остатка фосфорной
кислоты. Аденозинтрифосфорная кислота (АТФ), выпол-
няющая функцию хранителя и источника энергии для ос-
новных внутриклеточных процессов, также состоит из
азотистого основания, фосфорных остатков и рибозы. Мо-
номеры нуклеиновых кислот, предназначенных для хра-
нения и передачи наследственной информации и обеспе-
чивающих биосинтез белков, построены из таких же
блоков. Эта «бедность воображения» природы поражает.
Если бы химику понадобилось синтезировать специальное
соединение, переносящее водород, он, возможно, сделал
бы его иным. Создается впечатление, что природа исполь-
зовала для самых разнообразных целей те материалы,
которые имелись под рукой. С этой точки зрения никакой
особой уникальности в конкретной химии низкомолеку-
лярных компонент клетки не существует. Вероятно, в
принципе можно было бы построить живое и из других
низкомолекулярных блоков. Уникальность химии живо-
го только в том, что она уже реализована и закреплена
миллиардами лет химической и биологической эволюции.

Часто приходится слышать утверждение, что дело
совсем не в специфическом химическом составе, а в уни-
кальности последовательности расположения мономеров
в цепных молекулах нуклеиновых кислот и белков. Из-
вестный смысл в этом утверждении есть. Мы знаем, на-
пример, что последовательность нуклеотидов в молекулах
всех существующих ДНК фиксирована, и порядок чередо-
вания этих мономеров определяет построение всех бел-
ков клетки и практически все свойства одноклеточного и,
вероятно, многоклеточного организма. Следует ли отсюда,
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однако, что только эти существующие уникальные после-
довательности совместимы с жизнью?

Произведем весьма элементарный расчет вероятности
спонтанного возникновения хотя бы одной из существую-
щих сейчас на Земле последовательностей мономеров в мо-
лекуле ДНК. В результате расчета мы получим верхнюю
границу этой вероятности, так как все приближения, ко-
торые мы будем делать, могут только завышать искомую
величину.

Итак, предположим, что существующие в наши дни
последовательности нуклеотидов уникальны не в том смыс-
ле, что именно они закрепились в результате химической
и биологической эволюции, а уникальны химически,
т. е. именно они обеспечивают совместимые с жизнью ха-
рактеристики биологических систем. Каково число таких
последовательностей? Пусть слой биосферы на поверх-
ности Земли имеет толщину 1 км и весь заполнен молекула-
ми ДНК с молекулярным весом 10е и плотностью 1. Ко-
личество молекул ДНК в биосфере будет тогда порядка
1041. Пусть все молекулы ДНК имеют различные последо-
вательности нуклеотидов, т. е., по нашему предпо-
ложению, число уникальных, совместимых с жизнью
последовательностей равно 1041. Общее число возможных
последовательностей в двунитевой молекуле ДНК с
молекулярным весом 106 (число нуклеотидов в одной
нити примерно равно 1500), состоящей из четырех различ-
ных типов нуклеотидов, составляет 4 1 6 0 ( >~ 10900. Пусть в
течение всего времени существования Земли (~ 1010 лет,
или10 1 7 сек) каждую 10~8 сек на каждом квадратном на-
нометре земной поверхности (поверхность земного шара
порядка 1032 нм2) успевает произойти одна «проба» — син-
тез полинуклеотида с одной из возможных последователь-
ностей. Вероятность того, что при этом хоть один раз
образуется молекула ДНК с уникальной последователь-
ностью нуклеотидов из числа 1041 существующих, состав-
ляет 3-1017-108-1032-1041-10-900~ Ю"8 0 0.

С первого взгляда может показаться, что в расчете
заложено требование одномоментной полимеризации 1500
нуклеотидов. Это не так. Точно такой же результат полу-
чится, если синтез будет проходить по любому механизму
и растянется во времени с постепенным возрастанием
молекулярного веса (естественно, время на одну «пробу»
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при этом увеличится, а искомая вероятность уменьшится).
Необходимо лишь, чтобы между последовательностями
нуклеотидов вдоль цепи не было существенной корреля-
ции. На основании того, что сегодня известно о последо-
вательностях нуклеотидов в ДНК и аминокислот в бел-
ках, можно утверждать, что последнее требование выпол-
няется.

Результат расчета допускает два взаимоисключающих
вывода: 1. Возникновение жизни невозможно. 2. Пред-
положение о химической уникальности существующих
последовательностей неверно.

Первый вывод, очевидно, ошибочен.
Можно думать, следовательно, что реализованные в

живой природе последовательности мономеров в биопо-
лимерах отличаются от других возможных только тем, что
они существуют, а по своим химическим и физическим
свойствам сами по себе не уникальны.

Таким образом, уникальность строения биополимеров
лежит в плане биологическом. Они стали единственно
возможными лишь в результате длительной биологиче-
ской эволюции. По-видимому, химическое строение низ-
комолекулярных компонент клетки и биополимеров долж-
но было удовлетворять лишь сравнительно небольшому
числу общих требований, а результат (т. е. живая материя)
мало зависел от конкретной химической структуры и фи-
зических характеристик, случайно реализованных на
ранних этапах эволюции. В принципе могли бы быть и
другие строительные блоки и другие последовательности!

§ 1.3. ЗАДАЧИ КНИГИ

Как уже было сказано, книга эта посвящена основным
проблемам, стоящим перед биологической физикой. Био-
логические системы будут рассматриваться как нечто
данное, возникшее в результате эволюционного процесса.
Речь будет идти не только о более или менее решенных и
совсем нерешенных проблемах (последних — подавля-
ющее большинство), встающих перед физиком, изучающим
живые системы, но и о проблемах ложных, о вопросах,
которые при ближайшем рассмотрении оказываются ли-
шенными смысла, хотя им и уделяется много места в ли-
тературе.
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Следующие три главы будут посвящены термодинами-
ческим вопросам, по поводу которых существует множест-
во противоречивых мнений. Вывод, к которому мы придем
на основании анализа экспериментальных данных и тео-
ретических построений, заключается в том, что биологи-
ческие системы и их компоненты (начиная с важнейших
биополимеров) являются механико-статистическими ма-
шинами. Механичность их обеспечивает достаточно боль-
шие времена релаксации, необходимые для всех сущест-
венных внутриклеточных процессов, а статистичность —
высокую степень надежности.

В последующих главах будут рассмотрены физические
аспекты конформационных и конфигурационных изме-
нений макромолекул, ферментативного катализа, процес-
сов электронного переноса и трансформации энергии,
определяющих, с точки зрения автора, большинство
процессов, происходящих в живой клетке. Выбор кон-
кретных примеров полностью обусловлен знаниями и
личными интересами автора. То обстоятельство, что
в книге почти не затронуты процессы биосинтеза белка
и молекулярной' генетики, безусловно заслуживает осуж-
дения. В качестве единственного оправдания можно за-
метить, что количество обзоров, популярных статей и мо-
нографий, посвященных этой области молекулярной био-
логии, уже близко к уровню насыщения.
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УПОРЯДОЧЕННОСТЬ БИОЛОГИЧЕСКИХ СТРУКТУР

§ 2.1. ДЕЙСТВИТЕЛЬНО ЛИ ОНИ СТОЛЬ УПОРЯДОЧЕНИИ

Почти во всякой книге, посвященной теоретическим
вопросам биологии и биофизики, можно встретить утвер-
ждение об удивительной упорядоченности биологических
структур, проявляющейся на всех уровнях организации —
от макромолекулы до организма. Одна из основных идей
блестящей книги Шредингера «Что такое жизнь с точки
зрения физики?» [1], сыгравшей столь большую роль
в становлении современной биофизики в сороковых годах
нашего века, заключается в том, что живые системы «пи-
таются отрицательной энтропией». Рассуждения об «анти-
энтропийных тенденциях живого» — вплоть до утвержде-
ний об «антиэнтропийном характере биологической эво-
люции» — становятся общим местом не только у биологов
и философов, но и у некоторых физиков.

Действительно, когда ученый наблюдает биологические
структуры и процессы (клеточное деление, морфогенез),
его удивляет их пространственная и временная упорядо-
ченность. Однако удивление есть категория эмоциональ-
ная. Для утверждения, что упорядоченность одной си-
стемы выше упорядоченности другой, нужно эти упорядо-
ченности измерить. В распоряжении физики пока имеется
лишь одна величина, измеряющая степень упорядоченно-
сти объекта,— его энтропия. В задачу настоящей главы
входит поэтому сравнение энтропии систем живой и мерт-
вой природы, оценка изменений энтропии, связанных с
возникновением биологической организации.

Эти сравнения и оценки приведут нас к выводу о том,
что согласно физическим критериям никакой исключи-
тельно высокой степенью упорядоченности биологические
системы не обладают, что никаких «антиэнтропийных тен-
денций» у живой материи нет. Поэтому необходимо будет
выяснить, какое объективное содержание заключено в
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смутных представлениях об особой упорядоченности жи-
вых систем. При этом возникает весьма тонкий вопрос
о смысле упорядоченности, рассмотрению которого и бу-
дет посвящена вторая часть данной главы.

§ 2.2. ЭНТРОПИЯ И ИНФОРМАЦИЯ

«Я бросил игральный кубик пять раз, и каждый раз
выпадало два очка». «Из колоды, содержащей 32 карты,
я наугад вытащил одну карту, которая оказалась дамой
пик». «Вчера в Москве шел дождь». В каком из этих трех
сообщений содержится больше информации?

Проблема оценки абсолютного количества информации,
содержащейся в сообщении, была решена в 1949 г. [2].
Как известно, количество информации / определяется
формулой *)

/ = log 2(Р,/Р), (2.1)

где Р — априорная вероятность некоторого события (ве-
роятность до получения сообщения) и Рг — его вероят-
ность после получения сообщения. Для простоты будем
считать, что все сообщения достоверны и однозначны,
т. е. что Рх = 1. Тогда

/ = —log8 P. (2.2)

В качестве единицы / принимается количество инфор-
мации в достоверном сообщении о событии, априорная ве-
роятность которого равна Ч2. Эта единица количества
информации получила название бит (от английского
binary digits).

В первом примере Р = (V8)
5 =1/7776, а / = log2 7776 =

= 12,9 бит. Во втором примере / = — loga (1/32) =
= 5 бит. Для оценки количества информации, содержа-
щегося в третьем сообщении, необходимо знать априор-
ную вероятность дождливой погоды в Москве. По данным
многолетней статистики, в районе Москвы в среднем бы-
вает 170 дождливых дней в году. Таким образом, / =
= — log2 170/365 ж 1,1 бит.

За 20 лет до появления работ Шеннона анализом
информации занимался венгерский физик Сциллард в свя-

*) Эта формула справедлива для упрощенной ситуации, когда
может произойти 1/Р равновероятных событий.
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зи с решением одного термодинамического парадокса,
сформулированного Максвеллом в 1871 г. [3]. Смысл па-
радокса Максвелла заключается в следующем. Имеется
изолированная система, состоящая из разделенного пере-
городкой на две части резервуара с газом, дверцы в пере-
городке и «демона» — существа или автомата, наделен-
ного способностью видеть отдельные молекулы газа и
отличать быстрые молекулы от медленных (рис. 2.1). Де-
мон открывает дверцу только в том случае, если к ней

Рис. 2.1. Демон Максвелла.

справа подлетает быстрая молекула. Деятельность демо-
на приведет к тому, что газ в левой части резервуара будет
нагреваться, а в правой — остывать. Таким образом, в изо-
лированной системе тепло будет переходить от холодного
тела к горячему и энтропия будет понижаться, в противо-
речии со вторым законом термодинамики.

Над разрешением этого парадокса билось несколько
поколений физиков. Однако только Сциллард [4], рас-
сматривая один из упрощенных вариантов парадокса
Максвелла (в сосуде с поршнем находится лишь одна мо-
лекула газа), обратил особое внимание на необходимость
получения информации о молекулах и открыл связь меж-
ду информацией и термодинамическими характеристика-
ми. В дальнейшем большой вклад в понимание существа
этой связи внесли Димерс [5, 6], Ротштейн [7, 8] и Брил-
люэн [9].
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Решение парадокса Максвелла, по Бриллюэну, со-
стоит в следующем. Демон может видеть молекулы только
в том случае, если он (или часть устройства, называемого
демоном) не находится в термодинамическом равновесии
с остальной системой. В противном случае внутри резер-
вуара демон может видеть лишь излучение абсолютно
черного тела, интенсивность и спектр которого зависят
только от температуры. Поэтому демон должен быть снаб-
жен фонариком с лампочкой, температура нити накалива-
ния которой должна отличаться от температуры системы
(демону придется освещать молекулы!). Тщательный анализ
показывает, что операции, связанные с получением ин-
формации, обязательно приведут к повышению энтропии
системы по крайней мере (в идеальном случае) на ту же
величину, на которую ее может понизить демон, используя
эту информацию.

Многие авторы, рассматривающие подобные проблемы
(особенно применительно к биологии), пользуются терми-
ном негэнтропия, понимая под ним просто энтропию с об-
ратным знаком. Трудно понять смысл этого. Не все ли
равно, говорить ли о повышении негэнтропии или о по-
нижении энтропии? В конце концов, негэнтропия есть не
что иное, как Н-функция Больцмана. Однако в силу исто-
рических причин перед этой функцией ставят знак минус
и называют ее энтропией. Не видно разумных причин,
заставляющих снова изменить знак и ввести новое название.

Отмеченное выше соотношение между энтропией и
информацией было сформулировано Бриллюэном в виде
так называемого негэнтропийного принципа информации.

а) Информацию можно превращать в понижение эн-
тропии системы, и обратно (это значит, что информацию
можно использовать для понижения энтропии системы,
а понижение энтропии — для получения информации).
В идеале при обратимом протекании соответствующих про-
цессов такие превращения в принципе могут происходить
без потерь.

б) В процессе любого эксперимента, повышающего
наше знание системы (дающего о системе информацию),
энтропия системы или ее окружения увеличивается. Это
увеличение равно (для обратимых процессов) или превы-
шает (для необратимых процессов) понижение энтропии
системы за счет полученной информации.
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Связь между энтропией и информацией надо понимать
следующим образом. Пусть задано макросостояние неко-
торой системы, т. е. заданы с определенной степенью
точности такие параметры, как объем, давление, темпе-
ратура, химический состав, внешние магнитные, электри-
ческие и гравитационные поля и т. д. Для каждого макро-
состояния системы имеется набор микросостояний (в мик-
росостоянии с точностью, допускаемой принципом
неопределенности, прецизированы состояния всех частиц,
из которых состоит система). Пусть число микросостоя-
ний, соответствующих данному макросостоянию, равно
W (для любой макросистемы при температуре выше абсо-
лютного нуля это число огромно). W носит название
термодинамической вероятности или статистического веса
системы. Все W микросостояний, соответствующих дан-
ному макросостоянию, имеют одинаковую априорную
вероятность. Знать, в каком из микросостояний находится
система,— значит знать о системе все. Попробуем рассчи-
тать, какое количество информации необходимо получить
о системе, находящейся в данном макросостоянии, чтобы
однозначно определить ее микросостояние. Иначе говоря,
какого количества информации недостает для полного
описания системы в заданном макросостоянии?

Пусть мы провели серию экспериментов и опреде-
лили микросостояние *). До опыта априорная вероятность
того, что система находилась в данном микросостоянии,
была равна 1/W, а после опыта стала равной 1. Получен-
ное количество информации согласно (2.2) составляет

/ = - log 2 (1/W) = log2W. (2.3)

Вместе с тем по формуле Планка — Больцмана энтропия
системы, характеризующейся термодинамической вероят-
ностью W, равна

S = к In W, (2.4)

где к, равное 1,38-10~16 эрг-град*1, или 3,31-10"24 энтро-
пийных единиц (1 э. е. = 1 кал-град'1),— постоянная
Больцмана.

Легко видеть, что формулы (2.3) и (2.4) совпадают
с точностью до постоянного размерного множителя. Таким

*) На самом дело сделать этого нельзя.
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образом, энтропия системы есть не что иное, как количест-
во информации, недостающее для ее полного описания.
Величины / и S существенно идентичны. Ситуация здесь
точно та же, что и в случае полной энергии частицы и
ее массы, связанных* соотношением Е = тс2 с постоян-
ным множителем с2, или энергии кванта излучения и
частоты этого излучения, связанных постоянным множи-
телем h (Е = hv). Чтобы перейти от количества информа-
ции, выраженного в битах, к энтропии в энтропийных еди-
ницах, необходимо перейти от логарифма при основании 2
к натуральному логарифму и умножить его на к. Таким
образом,

S (э. е). = 2,3-КГ2 4-/ {бит). (2.5)

У некоторых ученых приведенные выше рассуждения
вызывают опасения. Им кажется, что признание экви-
валентности энтропии и информации, недостающей для
полного описания системы, может привести к признанию
зависимости объективной физической характеристики,
энтропии, от субъективного фактора — полноты нашего
знания системы. Эти опасения основаны на недоразуме-
нии. Степень неопределенности микросостояния при за-
данном макросостоянии системы есть характеристика
вполне объективная. Она повышается, например, с рос-
том температуры в связи с увеличением числа возможных
микросостояний. Если исследователь пожелает понизить
энтропию системы, поставив эксперименты с целью умень-
шения числа возможных микросостояний (повысив, на-
пример, точность измерения макропараметра), то соглас-
но принципу Бриллюэна возмущения, вносимые им в си-
стему в процессе измерения, приведут к повышению ее
энтропии на величину, по крайней мере не меньшую,
чем то понижение энтронии системы, которое возникает
в результате получения дополнительной информации о
состоянии системы.

Интересно отметить, что для макросистемы любое
мыслимое повышение точности измерения макропараметра
приведет к ничтожно малому понижению энтропии за
счет полученной дополнительной информации. Рассмот-
рим простой пример. Изменение энтропии одного грамма
воды при испарении составляет -ж 1,8 з. е. при 40е С.
Сделаем макросостояние более определенным, повысив
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точность измерения температуры с ± 10° С до + 10~в °С.
С хорошим приближением можно считать, что число воз-
можных микросостояний пропорционально температур-
ному интервалу. Поэтому результатом более точного
измерения температуры явится уменьшение числа возмож-
ных микросостояний в 20/2-10~6 = 107 раз. Недостающая
до полного описания системы информация понизится на
log2 107 ж 23,3 бит, а энтропия — всего на — 5-10~23 э. е.,
г. е. на ничтожную долю от измеряемой величины!

Еще одно замечание. Строго говоря, понятия энтропии
и термодинамической вероятности имеют смысл только
для равновесных состояний. Поэтому численным значе-
ниям энтропии в случае биологических систем следует при-
давать тот же смысл, который придается им в неравновес-
ной термодинамике (см. гл. 3).

§ 2.3. СКОЛЬКО «СТОИТ»
БИОЛОГИЧЕСКАЯ УПОРЯДОЧЕННОСТЬ!

Многие химические процессы, протекающие в клетке,
сопровождаются существенными изменениями энтропии
(как повышением, так и понижением). Эти изменения ничем
не отличаются от соответствующих изменений, происходя-
щих в ходе обычных химических реакций, ничего специфи-
чески биологического не характеризуют и нас, естествен-
но, интересовать здесь не будут. В настоящем параграфе
будут вычислены изменения энтропии за счет существенно
«биологической» упорядоченности, под которой мы будем
понимать: 1) упорядоченность построения многоклеточно-
го организма из клеток; 2) упорядоченность построения
клеток из биополимеров; 3) упорядоченность построения
белков и нуклеиновых кислот (мы ограничимся ДНК)
из соответствующих мономеров. Расчеты эти сугубо при-
ближенны, однако они смогут ответить на основной интере-
сующий нас вопрос: существуют ли термодинамические
критерии степени биологической упорядоченности?

1. Упорядоченность построения многоклеточного ор-
ганизма из клеток. В теле человека насчитывается поряд-
ка 1013 клеток. Пусть среди них нет ни одной пары оди-
наковых клеток и ни одну пару нельзя поменять местами.
Это означает, что относительное расположение клеток
уникально. Количество информации, необходимое для
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построения такой единственной структуры из (1013!/
возможных / = Iog2(1013!) ~ 1013 Iog21013 ~ 4-1014 бит.
Таким образом, понижение энтропии при построении ор-
ганизма человека за счет упорядоченности этого типа со-
ставит AS = 2-10"2 4-4-101 4~ 1(Г9 .9. е.

2. Упорядоченность построения клетки из биополиме-
ров. Количество молекул биополимеров (белков, нуклеи-
новых кислот, фосфолипидов и др.) в клетке составляет в
среднем 108. Постулируем снова, что все молекулы разные,
а их относительное расположение — единственное. Тог-
да количество информации, необходимое для построения
одной клетки из готовых полимеров, равно

/ = log2 (108!) ~ 108loga108 ж 2,6-109 бит,

а для всех клеток в организме человека оно составляет
2,6 • 1022 бит, что соответствует понижению энтропии на
AS — 6-10~2 э. е. (в эту величину входит AS построения
организма из клеток, вычисленная выше).

3. Упорядоченность построения белков и ДНК из мо-
номеров. Организм взрослого человека содержит около
7 кг белков и около 150 г ДНК, что соответствует 3-Ю25

аминокислотных и 3-Ю23 нуклеотидных остатков. Для соз-
дания единственной последовательности из 203-1<)25 воз-
можных для белка необходимо примерно 1,3 • 1028 бит ин-
формации. В случае ДНК необходимо примерно 6-1023 бит.
8 пересчет на энтропию получаем для белков и ДНК при-
близительно 300 и 1,4 э. е. соответственно (в эти величины
уже вошли вычисленные выше AS образования организма
из клеток и построения клеток из биополимеров).

Таким образом, упорядоченность биологической орга-
низации человеческого тела не превышает 301,5 э. е.,
причем подавляющий вклад в эту упорядоченность вносит
упорядоченное распределение аминокислотных остатков
в молекулах белков. Такое понижение энтропии при воз-
никновении сложнейшей биологической организации —
человеческого тела — с легкостью компенсируется • три-
виальнейшими физическими и химическими процессами.
Так, например, повышение энтропии на 300 э. е. обеспе-
чивается испарением 170 сма воды или окислением 900 г
глюкозы.

Вышеприведенные оценки показывают, что возникно-
вение и усложнение биологической организации термоди-
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намически происходит практически «бесплатно». Энтро-
пия совокупности 1013 различных одноклеточных организ-
мов почти не отличается от энтропии человека, состоящего
из 1013 клеток.

Все разговоры об «антиэнтропийных тенденциях» био-
логической эволюции, об исключительной упорядоченно-
сти живой материи основаны на явном недоразумении.
Согласно термодинамическим критериям любая биологи-
ческая система упорядочена не больше, чем кусок горной
породы того же веса.

§ 2.4. СМЫСЛ БИОЛОГИЧЕСКОЙ УПОРЯДОЧЕННОСТИ

Хотя рассуждения и расчеты, приведенные в преды-
дущем параграфе, вряд ли можно оспорить, они тем не ме-
нее составляют ощущение некоторой неудовлетворенности.
Трудно избавиться от сознания, что где-то кроется обман:
ведь без всяких расчетов совершенно очевидна порази-
тельная упорядоченность биологических структур и про-
цессов! Если физика утверждает, что эта упорядоченность
«ничего не стоит», то хочется сказать: тем хуже для физики!
Интуитивно чувствуется, что биологические структуры
обладают особой, качественно отличной упорядоченно-
стью, измерять которую в энтропийных единицах, конеч-
но, можно, но многого для понимания специфики живой
материи при этом ожидать не стоит.

Как нетрудно видеть, в основе нашего интуитивного
ощущения особой упорядоченности биологических струк-
тур лежит то обстоятельство, что эта упорядоченность
осмысленна. Упорядоченность4 живой материи, информа-
ция, в ней содержащаяся, имеют смысл. Смысл есть поня-
тие телеологическое — осмысленно то, что имеет цель.
Мышечные, нервные и другие клетки сердца расположены
упорядоченно для того, чтобы сердце могло функцио-
нировать именно так, а не иначе. Молекулы различных
белков и фосфолипидов в мембранах митохондрий распо-
ложены упорядоченно для того, чтобы в этих мембранах
могли с высокой эффективностью протекать процессы
электронного транспорта и аккумуляции энергии. Амино-
кислотные остатки в молекуле у-глобулина расположены
упорядоченно для того, чтобы этот белок обладал специ-
фической иммунологической активностью.
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Попробуем разобраться в том, что такое смысл биоло-
гической упорядоченности, какими харакетристиками
должны обладать системы, упорядоченность которых
имеет смысл.

Насколько мне известно, впервые четко поставил эти
вопросы и попытался на них ответить Кастлер в своей
небольшой и чрезвычайно содержательной монографии
«Возникновение биологической организации» [10]. Здесь
мы используем принципы подхода Кастлера к поставлен-
ной проблеме и некоторые из приводимых им примеров.

Пусть в некотором обширном водном резервуаре рас-
творено большое количество нуклеотидов — мономеров,
из которых состоят дезоксирибонуклеиновая кислота
(ДНК). В растворе присутствуют четыре сорта нуклео-
тидов: дезоксиаденозин-5'-фосфат (А), дезоксигуанозин-
5'-фосфат (Г), дезоксицитидин-5'-фосфат (Ц) и дезокси-
тимидин-5'-фосфат (Т). Между молекулами нуклеотидов
могут идти реакции поликонденсации, приводящие к об-
разованию ди-, три- и других полинуклеотидов (одноните-
вые полимеры), например:

но—
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Здесь i?x и Л2 — адениновый и тиминовый остатки соот-
ветственно.

Скорость гидролиза фосфодиэфирных связей, образую-
щихся при поликонденсации, значительно больше скоро-
сти их образования, в связи с чем равновесие в этой систе-
ме реакций будет сдвинуто в сторону мономеров. Мгно-
венная концентрация ди-, три - и других полимеров будет
невелика и тем меньше, чем длиннее цепочка.

, Пусть константы скорости реакций

(Н), + Н -> ( Н ) т + Н2О,

где Н — любой из четырех нуклеотидов, не зависят от
длины цепочки (т. е. от i) и от сорта нуклеотидов, между
которыми образуется связь. Пусть, кроме того, концент-
рации"всех нуклеотидов (А, Г, Ц и Т) одинаковы. Тогда
небольшое число полимерных нитей разной длины, кото-
рые будут всегда существовать в растворе в динамическом
равновесии с огромным избытком мономеров, должно
иметь совершенно случайные последовательности нукле-
отидов, и априорные вероятности всех последовательностей
будут одинаковы. Если условия равенства констант скоро-
стей я концентраций не выполняются, то некоторые по-
следовательности будут реализоваться чаще других и
в системе будет существовать какое-то распределение
априорных вероятностей последовательностей. Однако и
в этом случае та или иная реализующаяся последователь-
ность, та или иная возникающая в результате обратимой
поликонденсации упорядоченность лишены смысла.

Усложним несколько нашу систему. Пусть кроме про-
цессов поликонденсации и гидролиза фосфодиэфирных
связей (т. е. кроме процессов синтеза и распада однони-
тевых полимеров) может в принципе идти также матрич-
ный синтез путем сорбции на полимерной нити компле-
ментарных нуклеотидов и образования фосфодиэфирных
связей между уже сорбированными на полимерной нити
нуклеотидами. Последовательность нуклеотидов в новой
нити полностью определяется их последовательностью в
исходном однонитевом полимере: против А всегда стоит
Т, против Г — Ц, что определяется стереохимией соот-
ветствующих нуклеотидов. Возникающий в результате
такого матричного синтеза

(Н), + т -* [(H)f]2 + ГН2О
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двунитевои полимер неизмеримо стабильнее однонитевого.
Он практически не гидролизуется. Скорость гидролиза

+ 2Ш2О -*• 2.Ш

гораздо меньше скорости диссоциации (расплетания)

[<Н),]г -> 2(Н)£

и скорости редубликации по матричному механизму

[(Н)|]а + 2»Н -> 2[(H),]S + 2ГН 2 О.

Первая двунитевая молекула образуется в этой систе-
ме в результате чисто случайного и весьма маловероятного
процесса: на одной из однонитевых полимерных молекул
успевает пройти матричный синтез до того, как она под-
вергнется гидролизу. Последовательность нуклеотидов
в этой однонитевой молекуле могла быть любой. Однако
после того, как двунитевая структура образовалась,
ситуация в системе резко изменилась. Последовательность
нуклеотидов, реализованная в таком долгоживущем дву-
нитевом полимере, приобрела смысл. Смысл этот заклю-
чается просто в том, что данная последовательность в
двунитевои стабильной и способной к редубликации мо-
лекуле существует, а другие возможные последовательно-
сти —• нет. Благодаря перечисленным выше особенностям
двунитевои структуры в системе будет быстро возрастать
концентрация однонитевых полимеров именно с такой,
теперь уже особой последовательностью. Эти однонитевые
полинуклеотиды теперь находятся в динамическом рав-
новесии не только с мономерами, но и со стабильными
двунитевыми структурами с той же последовательностью
нуклеотидов. Концентрация двунитевых полимеров будет
возрастать за счет мономеров благодаря редубликации.
Случайно образованные однонитевые полимеры с «хоро-
шей», «осмысленной» последовательностью имеют большие
шансы «выжить», образовав стабильные структуры с комп-
лементарными полимерными молекулами, а однонитевые
полимеры с «плохой», «бессмысленной» последовательно-
стью почти наверное подвергнутся гидролизу. Случайные
небольшие отклонения от «правильной» последовательно-
сти, не уменьшающие заметно стабильности двунитевых
структур, будут также редублицироваться и дадут начало
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самостоятельным системам, конкурирующим с исходной
за наличные запасы мономерных нуклеотидов.

Таким образом, благодаря запоминанию случайного
выбора в приведенном гипотетическом примере возникла
упорядоченность, имеющая смысл, возникла система,
способная создавать осмысленную информацию. Теперь
можно спросить: для чего полимеры в этой системе имеют
такую последовательность нуклеотидов? — и получить
ответ: для того, чтобы они могли существовать, так как
при этой последовательности у них максимальные шансы
«выжить». По своим физическим характеристикам молеку-
лы полимеров с такой последовательностью могут ничем
не отличаться от других. Она имеет смысл просто потому,
что случайно возникла система самовоспроизводящихся
полимеров с этой последовательностью. Таким образом,
смысл некоторой упорядоченности есть категория биоло-
гическая, т. е. определяемая всей историей возникновения
данной упорядоченности, ее эволюцией. Не следует ду-
мать, что в понятии «смысл» есть нечто мистическое, не
подчиняющееся физическим законам. В принципе все свой-
ства объектов, имеющих смысл, можно логически вывести
из их физических характеристик при условии знания их
истории, эволюции.

Как уже было сказано в гл. 1, автор считает, что проб-
лема эволюции не относится пока к области биофизики.

Приведенный выше пример стабильной самовоспроиз-
водящейся системы нуклеиновых кислот ни в коем случае
не претендует на то, чтобы его связывали с происхожде-
нием жизни на Земле. Это просто попытка продемон-
стрировать наиболее существенные характеристики про-
цесса создания осмысленной упорядоченности на примере
биополимеров с использованием некоторых хорошо из-
вестных их свойств.

Кастлер приводит и другой пример возникновения
осмысленной упорядоченности. Пусть имеется сейф с зам-
ком; код для его открывания состоит из трех цифр. Есть
набор цифр от 0 до 9 и устройство случайного выбора,
позволяющее отобрать из набора тройку цифр. Выберем
с помощью этого устройства три цифры и введем их в виде
кода в замок сейфа. До такой операции любые мыслимые
последовательности из трех цифр ничем друг от друга
не отличались: все они не имели смысла. Введение случайно
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отобранной тройки цифр в замок сейфа сделало эту
последовательность осмысленной. Смысл ее заключается
просто в том, что данная последовательность позволяет
открыть сейф, а другие — нет.

Легко видеть, что этот пример в принципе ничем не
отличается от примера с нуклеиновыми кислотами. В обо-
их случаях осмысленная упорядоченность, новая осмы-
сленная информация, создается способом запоминания
случайного выбора. Речь идет именно о создании новой
информации, а не об извлечении ее из шумов. До того,
как полимер со случайной последовательностью нуклео-
тидов образовал стабильную двунитевую структуру, или
до того, как случайная последовательность трех цифр была
введена в замок сейфа, информации о том, что именно эти
последовательности «лучше» других (одна — тем, что
приобрела способность к длительному существованию
и самовоспроизведению, другая — тем, что приобрела
способность открывать сейф), просто не существовало.
В упорядоченность был вложен смысл, информация была
создана, сотворена. В результате этой процедуры непред-
сказуемое превратилось в неизбежное. По мысли компо-
зитора Пьера Буле, превращение непредсказуемого в не-
избежное есть творчество [10]. Возможно, в основе лю-
бого творчества лежит, в конце концов, принцип запоми-
нания случайного выбора.

Способность создавать новую информацию, придавать
смысл упорядоченности, есть, по-видимому, обязательное
свойство живой материи. Всякое определение условно
и ограниченно, но я не могу удержаться от следующей
формулировки. Живыми называются самовоспроизводя-
щиеся системы, способные к созданию информации, пря-
мо или косвенно влияющей на их самовоспроизведение.

§ 2.5. НЕОБХОДИМОСТЬ МЕХАНИЧЕСКИХ ДЕТАЛЕЙ

Системы, способные к созданию осмысленной упорядо-
ченности, примеры которых были приведены в предыду-
щем параграфе, обладают одним общим свойством. Они
содержат осмысленные компоненты, конструкции, вре-
мена жизни которых превышают время одного цикла ра-
боты системы. В случае системы нуклеиновых кислот это
означает, что стабильная компонента, двунитевой поли-
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мер, не расплетется и не гидролизуется до того, как про-
изойдет редубликация, а во втором примере,— что замок
сейфа не разрушится после введения кода до того, как бу-
дет испытана хотя бы одна тройка цифр.

По-видимому, это требование присутствия долгожи-
вущих, медленно релаксирующих образований (конструк-
ций) обязательно для живой материи. Нельзя построить
биологическую систему, используя только газовую фазу!

На протяжении всей книги, рассматривая физические
аспекты самых различных биологических процессов, мы
все время будем сталкиваться с тем, что центральную
роль в этих процессах играют медленно релаксирующие
механические компоненты — конструкции.

§ 2.6. ПРОБЛЕМЫ

Подытоживая содержание этой главы, можно утвер-
ждать,, что проблемы, возникающие при рассмотрении
упорядоченности биологических структур, ее создания и
эволюции, не лежат в области физики *). Не существует
термодинамических аспектов биологической эволюции,
так же как не существует особой «биологической термоди-
намики».

В последние годы при рассмотрении вопросов теоре-
тической биологии стало модным пользоваться аппаратом
теории информации. До настоящего времени, однако,
большинство работ с применением теории информации
в биологии носит тривиальный характер — хорошо из-
вестные факты и положения переводят на другой язык.
Для биологических систем, систем с осмысленной упоря-
доченностью, определяющим становится не количество,
а-качество, ценность информации. Создание формального
аппарата теории информации, учитывающего ее качество,
явилось бы важным шагом в развитии теоретической био-
логии. Я не вполне уверен в осуществимости этого шага.

*) Если не считать, конечно, что к области физики относятся
все явления в природе.

2 Л. А. Блюменфельд
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НЕРАВНОВЕСНАЯ ТЕРМОДИНАМИКА
И БИОЛОГИЧЕСКАЯ ФИЗИКА

§ 3.1. ОТКРЫТЫЕ СИСТЕМЫ

Биологические объекты представляют собой термоди-
намически открытые системы, способные обмениваться
с окружающей средой энергией и веществом. Это три-
виальное утверждение повторяется за последние три
десятилетия настолько часто, что восприимчивый чита-
тель или слушатель начинает вкладывать в него более
глубокий (хотя и не очень четкий) смысл, чем тот, который
в нем действительно содержится.

Обычная термодинамика строго применима лишь к со-
стоящим из огромного числа частиц изолированным
системам в состоянии термодинамического равновесия.
Только для таких систем имеют строгий физический смысл
важнейшие термодинамические величины — температура
и энтропия. Собственно говоря, это было ясно еще Больц-
ману, а вполне строго показано Хинчиным в прекрасной
и, к сожалению, малоизвестной монографии «Математи-
ческие основания статистической механики» [1]. Поэтому
вполне справедлива часто высказываемая мысль о том,
что обычная термодинамика является по существу тер-
мостатикой.

Поскольку полностью изолированных систем в при-
роде не существует, необходимо четко понимать, какой
смысл вкладывается в термодинамические величины, ког-
да они используются для описания реальных систем.
Понятиями равновесной термодинамики можно пользо-
ваться в тех случаях, когда речь идет о временах, доста-
точно больших, чтобы взаимодействия между компонен-
тами системы успели приблизить ее к локальному ста-
тистическому равновесию, и достаточно малых, чтобы
можно было пренебречь «медленными» взаимодействиями
системы с окружающей средой (подробнее об этом см.
в [2]) и медленными изменениями степени кинетической
неравновесности (см. гл. 4).
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В любых клетках и многоклеточных организмах идет
множество процессов, удовлетворяющих сформулирован-
ному выше требованию. Это главным образом химические
превращения при условии, что нас интересуют только
характеристики начальных и конечных состояний в про-
цессе, более или менее разумно выделенном из множества
связанных и одновременно протекающих реакций. В этом
смысле применение равновесной термодинамики к живым
системам столь же законно (или столь ,же незаконно),
как и к мертвым.

Однако при исследовании живой и мертвой природы
встречаются ситуации, когда взаимодействием системы
с внешним миром нельзя сколько-нибудь обоснованно пре-
небречь. Для описания явлений, происходящих в таких
системах, существует наука, получившая название тер-
модинамики необратимых процессов или неравновесной
термодинамики. Строго говоря, теория сделана только
для «не слишком неравновесных» систем. Эта теория ока-
зывается весьма полезной при рассмотрении ряда явле-
ний в живой и мертвой природе, причем никакой специ-
фикой соответствующие явления в биологических систе-
мах не отличаются.

Первые попытки создания неравновесной термодина-
мики относятся к середине прошлого века и связаны с
изучением ряда термоэлектрических явлений. Однако
основные уравнения теории были строго получены только
в 1931 г. Онзагером [3, 4]. Дальнейшее развитие нерав-
новесной термодинамики связано с именами Казимира,
Мейкснера и Пригожина.

По-видимому, первые представления о принципиаль-
ной неравновесности живой материи были изложены в ра-
ботах Бауэра [5] и Гурвича [6] в двадцатых и тридцатых
годах нашего века. «Устойчиво неравновесные системы»
Бауэра и «молекулярные констелляции» Гурвича, в сущ-
ности, весьма близки к понятию стационарных состоя-
ний, поддерживаемых в удалении от равновесия за счет
постоянных внешних термодинамических сил (онзагеров-
ская неравновесная термодинамика), и даже к понятию
Диссипативных структур, введенному в работах Приго-
ясина.

В этой главе излагаются основы неравновесной термо-
Динамики в области выполнимости линейных феномено-
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логических соотношений (см., например, [7—9]). В кон-
це главы будут изложены некоторые результаты, полу-
ченные в последних работах Пригожина с сотрудниками
по диссипативным структурам вдали от равновесия.
В связи с ними необходимо будет коснуться колебатель-
ных режимов в химических и биологических процессах.
Анализ соответствующих работ позволит высказать сом-
нения в продуктивности и обоснованности общего термо-
динамического подхода к поведению систем вдали от рав-
новесия.

§ 3.2. ФЕНОМЕНОЛОГИЧЕСКИЕ СООТНОШЕНИЯ

При рассмотрении любого необратимого процесса в
макроскопической системе можно выделить два типа ве-
личин, характеризующих этот процесс. Так, например,
в явлении теплопроводности такими величинами служат
поток тепла Q и вызывающий его градиент температуры
grad Т. В случае электропроводности поток количества
электричества (сила тока /) пропорционален градиенту
потенциала grad V (закон Ома). Закон Фика связывает
поток диффундирующего вещества с градиентом концент-
рации. В случае химической реакции поток превращаю-
щегося вещества (т. е. скорость реакции г?) обусловлен
химическим сродством А = З ^ ь где V; и (г; — стехиомет-

Г

рический коэффициент и химический потенциал i-й ком-
поненты соответственно, а произведения v ^ для исходных
и конечных продуктов реакции входят в сумму с разными
знаками.

Градиенты концентрации, температуры, потенциала,
химическое сродство и т. д., вызывающие в системе пере-
нос вещества, теплоты, заряда, химическое превращение
и т. д., получили общее название термодинамических
сил или просто сил и обозначаются, как правило, симво-
лами X или Y. Величины второго типа называют термо-
динамическими потоками или просто потоками и обозна-
чают обычно символом / . Мы видели, что законы пере-
численных выше необратимых процессов сводятся к
пропорциональности между потоками и соответствующими
силами:

Jt = LHXt, (3.1)
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где ЬЦ — феноменологические коэффициенты (теплопро-
водности, электропроводности, диффузии и т. д.).

В общем случае любая сила способна вызывать любой
поток. Так, grad T может приводить к возникновению не
только потока тепла, но и потока вещества (термодиффу-
зия). Поэтому линейные феноменологические соотноше-
ния следует записать в форме

h = S LA. (3.2)

Теперь перейдем к теореме Онзагера о соотношениях
взаимности, которые лежат в основе неравновесной тер-
модинамики. Для того чтобы четко сформулировать содер-
жание теоремы (мы ограничимся рассмотрением физичес-
кого смысла теоремы и допущений, делаемых при ее
доказательстве), необходимо принять во внимание сущест-
вование двух различных типов термодинамических сил,
обозначаемых в дальнейшем X и Y. В целях упрощения
мы исключим из рассмотрения системы, находящиеся во
внешнем магнитном поле.

Пусть дана изолированная система, состояние которой
(и, следовательно, имеющиеся термодинамические силы)
определяется параметрами следующих двух типов: Alt

А2,. . ., Ап, являющихся четными функциями скоростей,
входящих в систему частиц (например, локальные энер-
гии, концентрации), и Вг, В2,. . ., Вт, являющихся со-
ответствующими нечетными функциями (например, ло-
кальные градиенты скоростей). Пусть отклонения этих
параметров от равновесных значений А\ и В\ равны

at = А, - А\, р, = -В, - В\. (3.3)

Отклонение AS энтропии от равновесного (максимального)
значения *) можно в первом приближении записать в
форме квадратичной функции:

п т

AS = - lh S giiflifli - V. 2 hM, (3-4)

*) Речь идет о величине AS на единицу объема системы, т. е.
в общем случае о локальных значениях AS.
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где

8i* ~~ дьм^ '
* ft

Термодинамические потоки должны, очевидно, опре-
деляться скоростью изменения параметров А и В, а тер-
модинамические силы — отклонениями этих параметров
от равновесных значений. Введем термодинамические
потоки в форме

da.

т _
dt

(3.5)

а термодинамические силы

dAS = _ "

* = 1
да.

- в виде

к, i = 1 , 2 , . . .,п,
(3.6)

Потоки и силы связаны линейными феноменологическими
соотношениями типа (3.2), феноменологические коэф-
фициенты Lilt удовлетворяют соотношениям взаимности
Онзагера:

(3.7)

При доказательстве теоремы Онзагера (т. е. при вы-
воде соотношений (3.7)) используется постулат о микро-
скопической обратимости, т. е. об инвариантности урав-
нения движения каждой частицы относительно изменения
знака времени. Кроме того, при доказательстве приходит-
ся постулировать линейную связь между скоростью за-
тухания флуктуации аг экстенсивного параметра Аг и ве-
личиной флуктуации

d a i (3.8)
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Этот постулат означает, что флуктуации достаточно ма-
лы. Таким образом, соотношения взаимности (3.7) спра-
ведливы лишь для систем, сравнительно близких к рав-
новесию.

Большое значение в неравновесной термодинамике
имеет величина, обозначаемая а и называемая производ-
ством энтропии. Эта величина имеет смысл скорости
изменения энтропии в единице объема системы в результа-
те протекания необратимых процессов. Следует специаль-
но подчеркнуть, что речь идет не обо всем изменении энт-
ропии системы, а лишь о той части этого изменения, кото-
рая обусловлена происходящими в системе необратимыми
процессами. Для открытых систем скорость полного из-
менения энтропии dS/dt делится на две части:

dt ~ dt + dt ' ^-У)

где deS/dt — поток энтропии, обусловленный обменом ве-
ществом и энергией между системой и окружающей сре-

дой, а - = Р = \ о dV — полное производство энтропии

за счет необратимых процессов внутри системы.
Как уже было сказано, производство энтропии а

есть возникновение энтропии в системе на единицу объе-
ма в единицу времени, т. е. интенсивность источника эн-
тропии в системе. Если перейти к локальным формули-
ровкам не только для dtSldt, но и для остальных членов
(3.9), получим следующие выражения для второго за-
кона термодинамики в случае открытых систем:

^ - = - d i v J s , n o j I H + o-, (3.10)

<з > 0. (3.11)

Здесь s — энтропия на единицу массы, р — плотность
(ps — энтропийна единицу объема), 1»>ш>лн — полный по-
ток энтропии через единицу поверхности в единицу вре-
мени. Соотношение (3.10) есть уравнение баланса энтро-
пии в открытой системе при наличии источника энтропии
с интенсивностью а, удовлетворяющей (3.11). Для изоли-
рованных систем J s = 0 и (3.10) и (3.11) превращаются
в обычную формулировку второго закона термодинамики.



40 НЕРАВНОВЕСНАЯ ТЕРМОДИНАМИКА В БИОЛОГИИ [ГЛ. 3

При выводе (3.10) и (3.11) фактически постулируется,
что закон dtS ;> 0 выполняется и для бесконечно малых
частей системы. Это выполняется тем строже, чем менее
неравновесна система. Чем дальше система от равновесия,
тем больше вероятность локальных флуктуации энтропии,
противоречащих (3.11).

Из (3.4) получаем
п т

г, Л = 1 г, 7с=Х

Подставив в (3.9) формулы (3.5) и (3.6), находим
п т

о = a ^ ^ i + s Л^Г- (3.13)
г = 1 г = 1

Производство энтропии оказывается билинейной функцией
сопряженных потоков и сил. Уравнение (3.13) позволяет
найти правильные выражения для необратимых термоди-
намических потоков и сил.

§ 3.3. СТАЦИОНАРНЫЕ СОСТОЯНИЯ

Рассмотрим открытую систему, характеризующуюся п
независимыми силами *), которые по (3.2) приводят к воз-
никновению п потоков

п

/i = 2i ^хХк (i = 1, 2, . . ., в).

Производство энтропии а равно тогда

о = S JiXi. (3.13')
i=l

Это означает, что единица объема системы рассеивает
в единицу времени энергию, равную То. Подставив (3.2)
в (3.13') и учитывая (3.11), получим

а- Ъ WA>0. (3.14)
г, к=1

*) Для простоты мы не делим силы на два типа, как выше,
а обозначаем их одним символом X.
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Пусть благодаря взаимодействию с окружающей сре-
дой / сил из п поддерживаются постоянными (например,
подводя тепло к границам системы, можно поддерживать
постоянным температурный градиент). Найдем состоя-
ние, при котором о минимально. Для этого надо найти
экстремум а по остальным п — ) силам, которые не под-
держиваются постоянными; имеем

- # - = 0 (£ = / + 1,7 + 2 ге); (3.15)
алг

учитывая (3.14), получим

S (£ik + А'») Хъ = 0 (i = / + 1./ + 2, ...,п). (3.16)

Согласно соотношению взаимности Онзагера

Lot = Lki, (3.17)

и (3.16) принимает вид
та

2 S ^ i A = 0 (i = / + l,/ + 2, ...,re). (3.18)

Здесь сумма есть не что иное, как Jt (см. (3.2)). По-
этому в искомом состоянии с минимальным производством
энтропии

Ji = 0 (i=J + 1 , / + 2 , . . ., п). (3.19)

Таким образом, если система характеризуется п неза-
висимыми силами Хх, Х2,. . ., Хп, из которых / сил под-
держиваются постоянными (Xt, X2,. • '., Xj = const),
то в состоянии с минимальным производством энтропии а
потоки с г = / + 1,. . ., п исчезают.

Эта теорема была доказана Пригожиным и получила его
имя. В состоянии с минимальным производством энтро-
пии все силы постоянны: Хх, Х2,. . ., Xj поддерживаются
постоянными (но произвольными), a Xj+U. . ., Хп являют-
ся корнями п — / линейных уравнений (3.18) с п — /
неизвестными. Такое состояние носит название стацио-
нарного состояния /-го порядка. Если / равно нулю, то
в состоянии с минимальным производством энтропии ис-
чезают все потоки и все силы, а 0 соответственно ста-
новится равным нулю. Таким образом, стационарное



42 НЕРАВНОВЕСНАЯ ТЕРМОДИНАМИКА В БИОЛОГИИ [ГЛ. 3

состояние нулевого порядка есть состояние термодинами-
ческого равновесия.

Посмотрим теперь, как будет вести себя система, вы-
веденная из стационарного состояния j-ro порядка с ми-
нимальным производством энтропии. Мы будем снабжать
все символы сил и потоков в стационарном состоянии пра-
вым верхним индексом нуль. Пусть т — одно из чисел
/ -f- 1, / + 2,. . ., п, т. е. сила Хт не поддерживается
постоянной извне. Прибавим к ней 8Хт, а остальные си-
лы оставим без изменения:

Хт = Х% + 8Хт (/ + 1 < т < п), (3.20)

Х} = X? (/ = 1,2,. . ., т - 1, т + 1,. ., п). (3.21)

Очевидно, новое! значение потока Jm станет равным

а поскольку по теореме' Пригожина Jm = 0, то

Jm = Lmm8Xm. (3.22)

Вычислим а после наложения возмущения ЬХт:

а = 2 JiXi =

= S LijXlX] + S (Lim + Lml) Хг8Хт + Lmm (6Xm)2.

(3.23)

Здесь первая сумма равна а0, а вторая тождественно равна
нулю (надо вынести &Хт за знак суммы и воспользовать-
ся соотношением взаимности; эта сумма оказывается рав-
ной 28XmJm, а по теореме Пригожина /?„ = 0). Поэтому

а = а° + Lmm {ЬХт)\ (3.24)

Поскольку а0 — минимальное производство энтропии,
имеем

Lnm (8Хту > 0 (3.25)
и (см. (3.22))

Jm8Xm > 0. (3.26)
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Последнее неравенство формулирует принцип Ле Ша-
телье для неравновесных стационарных состояний.
Действительно, возмущение 8Хт приводит к возникно-
вению потока Jm того же знака, т. е. уменьшающего
возмущение. Так, например, повышение gradT должно
привести к появлению теплового потока по градиенту
температуры, уменьшающего этот градиент. Итак, си-
стема, выведенная из стационарного состояния с мини-
мальным производством энтропии, самопроизвольно воз-
вращается в это состояние.

Как ясно из изложенного, в основе существующей не-
равновесной термодинамики лежат линейные феномено-
логические уравнения и соотношения взаимности Онза-
гера. Отсюда следует, что полученные выводы справедливы
лишь для систем, находящихся не очень далеко от равно-
весия. Только для таких систем более или менее обосно-
вано использование обычных термодинамических пара-
метров и функций, только для них вместо устойчивого
равновесного состояния обычной термодинамики появ-
ляются устойчивые стационарные состояния, а вместо
стремящихся к постоянным и экстремальным значениям
термодинамических потенциалов и энтропии появляется
новая величина — производство энтропии,— стремящая-
ся при данных условиях к фиксированному минимально-
му значению. В области своей применимости неравновес-
ная термодинамика очень полезна. Методы подхода и пред-
ставления неравновесной термодинамики особенно
пригодны при изучении самых разных явлений переноса,
в том числе и в биологических системах.

Любые разговоры о специфическом неподчинении био-
логических систем законам равновесной и неравновесной
термодинамики, весьма распространившиеся за последние
годы, основаны на недоразумении. В тех случаях, когда
речь идет о процессах перехода между состояниями, ко-
торые на интересующих нас промежутках времени можно
с хорошим приближением считать равновесными, или
о практически равновесных частях систем, живое прекрас-
но подчиняется законам равновесной термодинамики.
В тех случаях, когда отклонение от состояния равновесия
сравнительно невелико (онзагеровская область), живая
материя и процессы, в ней происходящие, подчиняются
законам неравновесной термодинамики. В тех же случаях,
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когда речь идет о процессах, связанных со значительным
удалением от равновесия, термодинамические критерии
становятся лишенными смысла в равной степени для мерт-
вой и живой природы.

§ 3.4. ДИССИПАТИВНЫЕ СТРУКТУРЫ

В последние годы появились работы Пригожина с сот-
рудниками, посвященные попыткам построения термоди-
намики систем, далеких от равновесия, для которых
не выполняются феноменологические соотношения (3.2)
и условия (3.7). Авторы получили некоторые общие
результаты и использовали их для описания ряда биохи-
мических процессов. В данном параграфе излагаются
полученные результаты, обсуждается их значение и оце-
ниваются перспективы развития этого направления.
В нашем изложении за основу взяты статьи Глансдорфа
и Пригожина [10] и Пригожина [11].

В макроскопической физике существуют два типа
структур: равновесные и диссипативные. Примером рав-
новесной структуры, которая устойчива без обмена веще-
ством и энергией с окружающей средой, может служить
кристалл. Упорядоченность равновесной структуры зави-
сит от температуры: чем ниже температура, тем больше
вклад внутренней энергии U в гельмгольцевскую свобод-
ную энергию:

F = U — TS. (3.27)

Благодаря этому становятся возможными все более упо-
рядоченные равновесные структуры, отвечающие малым
значениям энтропии.

Равновесное состояние данной системы при данных
значениях параметров однозначно: оно не зависит от
истории системы. Состояние системы определяется рядом
параметров, приращения которых носят характер полных
дифференциалов; существуют потенциалы, принимающие
в равновесии экстремальные значения. Иными словами,
равновесное состояние устойчиво. При не слишком боль-
шом отклонении от этого состояния система самопроиз-
вольно в него возвращается.

Диссипативные структуры могут существовать только
за счет обмена энергией и веществом с окружающей ере-
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дой. Рассеяние постуцающей извне энергии обеспечивает
поддержание упорядоченной структуры с энтропией,
меньшей равновесной. В предыдущем параграфе было по-
казано, что в области выполнения линейных феноменологи-
ческих соотношений между потоками и силами и онзаге-
ровских соотношений взаимности (т. е. не слишком далеко
от равновесия) диссипативные структуры представля-
ют собой стационарные состояния открытых систем. Вме-
сто энтропии и свободной энергии равновесных систем
появляется производство энтропии а, приращение кото-
рого имеет характер полного дифференциала. При незна-
чительном отклонении от стационарного состояния в ре-
зультате флуктуации избыточное производство энтропии 8а
всегда положительно, благодаря чему стационарные со-
стояния устойчивы (принцип Ле Шателье; см. (3.26)).

При большом удалении системы от равновесия, при воз-
растании «напряжения» в системе, могут возникнуть дис-
сипативные структуры другого типа, связанные с появле-
нием механического движения. В качестве примера рас-
смотрим проблему Бенара в гидродинамике. Если равно-
мерно подогревать снизу слой жидкости, то установится
градиент температуры и, следовательно, градиент плот-
ности, направленный против силы тяжести. Это неравно-
весное стационарное состояние (диссипативная структура
первого типа) устойчиво, пока gradT1 не превышает опре-
деленной величины, а затем система скачком переходит
в состояние с конвекционным макроскопическим движе-
нием жидкости. При значениях gvadT, больших критичес-
кого для диссипативной структуры первого типа, вели-
чина б ] da становится отрицательной, и в результате
сколь угодно малой флуктуации происходит скачкообраз-
ный переход. В диссипативных структурах второго типа
часть понижения энтропии системы по сравнению с равно-
весным значением обусловлена кинетической энергией
движущейся жидкости:

AS = - Ен„и/Т. (3.28)

Таким образом, появление диссипативных структур
второго типа связано с возникновением неустойчивости
стационарного состояния, т. е. находится вне области
справедливости теоремы о минимуме производства энтро-
пии. Вместе с тем возникшая структура может характе-
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ризоваться минимальным значением некоторой величины,
являющейся полным дифференциалом и имеющей смысл
обобщенного производства энтропии. Это оказывается
справедливым, например, для проблемы Бенара.

Приращение производства энтропии можно разделить
на две части:

da = dxa + dyo, (3.29)
где

dxa =-- 2 JidXi, dve = 2 XidJi (3.30)
г i

(CM. (3.13), (3.13')). Полное производство энтропии равно

P = 5JcrdF, (3.31)

и по аналогии с (3.29)
dP = dJP + dyP. (3.32)

Глансдорф и Пригожий показали, что часть производства
энтропии стремится к минимуму даже в отсутствие линей-
ной связи*) между потоками Jt и силами Xt, т. е.

dxP = [dV S JidXi< 0. (3.33)

При наличии макроскопических механических процессов,
т. е. для диссипативных структур второго типа, вводится
величина

d$> = \dV 2 /idXJ < 0, (3.34)

где в потоках /j и силах Zj учтены также механические
процессы. В случае проблемы Бенара показано, что ЗФ
является полным дифференциалом, (3.34) можно интег-
рировать и система характеризуется экстремальным значе-
нием некоторого потенциала.

Однако для диссипативных структур второго типа вы-
деление параметра, имеющего характер полного диффе-
ренциала, не всегда возможно. Диссипативные структуры
второго типа могут существовать и при химических реак-
циях, а именно при колебательных химических процес-

*) В линейной области dxP = dyP = 4tfLP и возникает обыч-
ное стационарное состояние с dP ^ 0.
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сах, когда в макрообъеме открытой системы концентра-
ции некоторых реагентов и скорости некоторых реакций
периодически изменяются. Было показано, что для хими-
ческих открытых систем вдали от равновесия в общем слу-
чае не существует величины типа (3.34), являющейся
полным дифференциалом. Это означает, что вдали от
равновесия в общем случае нет величины типа производ-
ства энтропии (в онзагеровской области неравновесной
термодинамики) или типа свободной энергии (для закры-
тых систем), имеющей характер потенциала и определяю-
щей состояние системы. По существу, отсюда следует, что
для таких систем термодинамический подход бессмыслен.
Действительно, соответствующие задачи решаются мето-
дами гидродинамики и химической кинетики, а введение
не очень четко определенных «локальных потенциалов»
и попытки распространить термодинамический подход
•за пределы области выполнимости соотношений Онзагера
не дали ощутимых нетривиальных результатов в приме-
нении к конкретным системам.

Недавно Кайзер и Фокс [12] рассмотрели условие
Глансдорфа и Пригожина устойчивости стационарных со-
стояний для открытой системы химических реакций. Под-
робный анализ, основанный на строгом критерии устой-
чивости функций по Ляпунову, показал, что критерий
Глансдорфа — Пригожина (т. е. требование минимального
значения второй производной энтропии) теряет для этих
систем смысл вдали от'равновесия. Авторы приходят к
заключению, что этот критерий «работает» только вблизи
от полного термодинамического равновесия. Рассмотре-
ние устойчивости состояний вдали от равновесия требует
не только термодинамического, но и кинетического под-
хода.

Возвращаясь к диссипативным структурам первого
и второго типов, уместно задать" вопрос об их значении
в биологии. Оставляя пока в стороне вопрос о роли коле-
бательных химических процессов в биологической регу-
ляции, я не могу не высказать сомнения в перспективно-
сти всего этого направления неравновесной термодинамики
(естественно, речь идет только о биологии). Конечно, мож-
но сказать, что структура любой живой системы (от клет-
ки до многоклеточного организма) поддерживается в ко-
нечном счете вследствие притока извне вещества и
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энергии. В таком смысле живые системы представляют
собой диссипативные структуры. Ничего большего из
этого утверждения извлечь нельзя.

Макроскопическая осмысленная упорядоченность био-
логических структур возникает не в результате того, что
некоторые параметры системы превышают критические
значения. Эти структуры строятся по программе, как слож-
ные архитектурные сооружения, с использованием соз-
данной за многие миллиарды лет химической и биологичес-
кой эволюции осмысленной информации. Естественно,
живые структуры неравновесны на всех уровнях органи-
зации, и во вредш жизни их неравновесность поддерживает-
ся за счет диссипации поступающей извне энергии и веще-
ства. Точно так же можно сказать, что станок поддержи-
вается в неравновесном состоянии регулярной смазкой,
заменой изношенных деталей и т. д. Однако в основном
биологические системы, возникающие по заданной про-
грамме, стабилизированы кинетически: переход в равно-
весное состояние, разрушение уже существующей кон-
струкции требует преодоления большого потенциального
барьера.

§ 3.5. КОЛЕБАТЕЛЬНЫЕ ПРОЦЕССЫ

В ХИМИИ И БИОХИМИИ

Есть древняя легенда. У ворот города стражники оста-
навливали путников и спрашивали: «Зачем вы сюда при-
шли?» Отвечающих правду закалывали, а лгущих веша-
ли. Нашелся умный человек, который ответил: «Я пришел
сюда, чтобы меня повесили!» И начался колебательный
процесс. Если он сказал правду, его надо заколоть, но
тогда окажется, что он солгал, и его надо повесить, но
тогда окажется, что он сказал правду... Стражники коле-
бались менаду двумя решениями, не принимая ни одного
из них. В этом парадоксе, как и во многих аналогичных,
вывод из утверждения противоречит утверждению.

Механизм возникновения колебательных химических
реакций весьма близок к изложенному. Для того чтобы
в результате химических реакций в открытой системе мог-
ли происходить незатухающие колебания концентраций
промежуточных соединений, необходимо, чтобы в резуль-
тате одного из этапов процесса появлялись вещества, ин-
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гибирующие стадии, предшествующие их появлению.
Надо, чтобы результат процесса противоречил процессу,
нужна отрицательная обратная связь *).

Вопрос о существовании гомогенных колебательных
химических систем (в которых колебательный режим обус-
ловлен только особенностями химических реакций)
имеет длительную историю. Теоретические предсказания
Лотка [13—15], Вольтерра [16] и Франк-Каменецкого [17,
18] долгое время оставались без экспериментального под-
тверждения. По-видимому, первым наблюдал колебатель-
ную химическую реакцию Белоусов [19]. Однако полное
и строгое экспериментальное доказательство существова-
ния целого класса колебательных окислительно-восста-
новительных гомогенных химических реакций и их коли-
чественное исследование были впервые проведены Жа-
ботинским с сотрудниками [20—26]. Они впервые изучили
также пространственные эффекты в автоколебательных
химических системах, возникающие в тех случаях,
когда диффузионные и конвекционные усредняющие про-
цессы идут медленнее химических. Полученные ими
в двумерной системе бегущие концентрационные волны,
которые приводят к возникновению причудливых ди-
намических пространственных структур, возможно, ока-
жутся полезными при рассмотрении ряда важных био-
физических вопросов (вопросов распространения возбуж-
дения, регуляции).

Области значений параметров, при которых в системе
реакций, включающих стадии отрицательной и положи-
тельной обратной связи, должны возникнуть автоколе-
бательные режимы, настолько велики, что в сложных схе-
мах ферментативных внутриклеточных процессов просто
обязаны наблюдаться автоколебания. Действительно,
в последние годы колебательные биохимические реакции
стали предметом многочисленных исследований, как тео-
ретических, так и экспериментальных. Среди наиболее
важных работ следует отметить [27—34]. Эксперимен-
тально колебательные биохимические процессы впервые
наблюдались в работах [35, 36]. Первые систематические
экспериментальные исследования колебательных био-

*) Конечно, для реализации устойчивого колебательного про.
цесса нужна не только отрицательная, но и положительная обрат»
ная связь.



50 НЕРАВНОВЕСНАЯ ТЕРМОДИНАМИКА В БИОЛОГИИ [ГЛ. 3

химических внутриклеточных процессов были выполнены
Чансом с сотрудниками [37—39]. По-видимому, нельзя
сомневаться в том, что в клетке могут идти колебательные
процессы, имеющие чисто химическую природу. Эти
процессы могут играть важную регуляторную роль, так
как они легко перестраиваются на новые режимы при не-
значительном изменении некоторых ключевых парамет-
ров. Вряд ли в настоящее время можно что-нибудь ска-
зать сверх этого. Вероятно, такой «химико-кинетический»
подход вполне разумен при рассмотрении сложных схем
типа схем Жакоба и Моно (см. [40]), гликолиза [41] и т. д.,
но лишь до тех пор, пока мы не интересуемся физически-
ми механизмами элементарных стадий этих схем.

Здесь уместно сказать несколько слов по поводу весь-
ма часто цитируемой монографии Гудвина «Временная ор-
ганизация клетки» [42]. Автор построил так называемую
«таландическую» *) статистическую механику и термоди-
намику, в основе которых лежит представление о системе
химических осцилляторов, определяющей поведение клет-
ки. «Таландическая температура», например, служит ме-
рой отклонения системы от покоящегося стационарного
состояния в результате биохимических колебаний. Чем
ниже таландическая температура, тем меньше амплитуда
колебаний, тем более «линейно» поведение системы. При
построении таландической статистической механики, мик-
роскопическими переменными (играющими роль коорди-
нат и импульсов в обычной статистике) служат концентра-
ции биохимических компонент. Теория Гудвина остроум-
на и красива. Мне представляется, однако, что идеи, ле-
жащие в ее основе, не вполне адекватны объекту. Я не
думаю, что колебательная химическая кинетика, какую
бы роль ни играли периодические химические процессы
в регуляции метаболизма и биосинтеза, могла бы служить
основой для построепия общей теории клетки. Пока оста-
ется неясным, что нового (кроме языка) дает подход Гуд-
вина для описания и понимания свойств клетки. Воз-
можно, разработанный им остов теории является своего
рода «заготовкой впрок» и будет еще использован после
появления нового физического содержания * * ) .

*) От греческого тсЛчгебю —колебание.
**) См. также обсуждение теории Гудвина в цитированной вы-

ше статье [2].
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§ 3.6. ПРОБЛЕМЫ

При рассмотрении многих важных биологических про-
цессов в клетке и организме необходимо пользоваться он-
загеровской неравновесной термодинамикой. Никаких
специфических термодинамических проблем, связанных с
особенностями биологических объектов, при этом не воз-
никает. Распространение термодинамики за пределы вы-
полнимости соотношений взаимности приводит, как пра-
вило, к тому, что она перестает быть термодинамикой
(т. е. теряются все преимущества общего термодинамичес-
кого подхода), а превращается в химическую кинетику,
гидродинамику и другие хорошо известные области науки.
Даже если бы удалось построить последовательную тер-
модинамику для области, лежащей за пределами выполни-
мости линейных феноменологических соотношений (что
пока не сделано), вряд ли, по мнению автора, это имело бы
существенное значение для понимания особенностей строе-
ния и функционирования биологических систем.



Г Л А В А 4

О СТАТИСТИЧЕСКОЙ ФИЗИКЕ БИОПОЛИМЕРОВ

§ 4.1. ГДЕ НАЧИНАЕТСЯ МЕХАНИКА!

Выше неоднократно подчеркивалось, что биологичес
кие системы представляют собой конструкции, т. е. струк-
туры, построенные для выполнения определенных функ-
ций *) . Если бы для описания клетки нам пришлось выби-
рать между двумя крайними моделями — часовым механиз-
мом и гомогенной химической реакцией в газовой фазе,
— выбор был бы однозначен: клетка несравненно ближе
к часовому механизму, чем к чисто статистической систе-
ме. В чем принципиальное различие физики статистичес-
ких и физики механических систем? Для ответа на этот
вопрос рассмотрим работу машины, для функционирова-
ния которой необходимы оба типа систем. В качестве та-
кой машины можно выбрать, например, двигатель внут-
реннего сгорания. С одной стороны, для описания свойств
смеси бензина и воздуха и закономерностей протекания
соответствующих химических реакций после их иниции-
рования требуется статистический подход. Существен-
ными характеристиками этого рабочего тела двигателя
являются такие макроскопические параметры, как темпе-
ратура и давление. Для их определения необходимо ста-
тистическое рассмотрение, усреднение по всему фазовому
пространству, учет (статистический) огромного числа
степеней свободы молекул, атомов, ионов, радикалов,
составляющих газовую смесь. Работа других компонент
двигателя: цилиндра, поршня, клапанов, устройства для
поджога смеси и т. д.— требует для своего описания совер-
шенно другого подхода — механического. Эти компоненты
двигателя, вообще говоря, также состоят из множества
атомов и характеризуются огромным числом степеней

•) О необходимости телеологического подхода к биологии
см. стр. 27.
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свободы; однако для каждой из них имеется немного
(а может быть, и одна) механических степеней свободы,
полностью определяемых конструкцией системы *). При-
чина появления таких выделенных степеней свободы за-
ключается в том, что для механических систем разрешены
лишь сравнительно немногие области фазового простран-
ства, сравнительно небольшое число возможных микро-
состояний. Следует четко понимать, что это происходит
не потому, что некоторые области фазового пространства
отвечают повышенной энергии. Они недостижимы кине-
тически, так как отделены большим кинетическим барье-
ром от областей фазового пространства, заданных жест-
кими связями системы, т. е. ее конструкцией. Так, на-
пример, точка фазового пространства, соответствующая
нахождению атомов поршня вне цилиндра, может не отли-
чаться по энергии от точки, отвечающей нормальному
положению поршня. Однако, если двигатель собран пра-
вильно, можно вообще не рассматривать первую фазовую
точку, так как для ее достижения необходимо разрушить
либо поршень, либо цилиндр, а это может произойти
лишь через время, неизмеримо превышающее характер-
ное время функционирования механической системы.
Конструкция характеризуется строго ограниченным мно-
жеством разрешенных точек фазового пространства, ис-
пользует ничтожную часть гиббсовского канонического
ансамбля и в этом смысле существенно неравновесна. Од-
нако эта неравновесность принципиально отличается от
неравновесности открытых систем, рассмотренной в пре-
дыдущей главе и обусловленной непрерывной диссипацией
поступающей извне энергии. В отличие от такой термо-
динамической неравновесности, неравновесность конст-
рукций имеет кинетическую природу и обусловлена тем,
что мы рассматриваем системы на протяжении интервалов
времени, значительно меньших тех, которые требуются
для релаксации к истинному Статистическому равновесию.
Конструкции «заморожены» в неравновесном, т. е. упоря-
доченном, состоянии. В гл. 1 мы видели, что упорядочен-
ность биологических конструкций осмысленна. Смысл этот
возникает в процессе биологической эволюции. Здесь

*) Появление механических степеней свободы превращает кон-
струкцию в машину.
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мы не будем касаться вопроса о смысле биологических
структур, т. е. не будем рассматривать способы их функ-
ционирования. На наиболее простых примерах мы поста-
раемся выяснить, к каким следствиям приводит их кине-
тическая неравновесность.

Не подлежит сомнению, что клетка ближе к конструк-
ции, чем к статистической системе. Возникает законный
вопрос: на каком уровне организации начинает становить-
ся существенной конструкция, где к чистой статистике
примешивается механика?

Насколько я знаю, впервые было четко сказано, что
это происходит уже на уровне отдельных макромолекул
биополимеров, в статье Хургина, Чернавского и Шноля
[1]. В гл. 6 мы еще вернемся к ней при рассмотрении физи-
ческих аспектов ферментативного катализа. Мы увидим,
что с некоторыми положениями авторов трудно согласить-
ся. Однако принципиальное значение этой работы оче-
видно.

Начало количественного описания биополимерных
структур как частично неравновесных систем (в указан-
ном выше кинетическом смысле) было положено Лифши-
цем [2, 3]. Следующий параграф настоящей главы цели-
ком посвящен изложению этих статей *).

§ 4.2. СТАТИСТИЧЕСКАЯ ФИЗИКА
ОДНОНИТЕВОГО ГОМОПОЛИМЕРА

Начнем рассмотрение с длинной гибкой полимерной це-
почки, состоящей из N одинаковых мономерных звеньев.
Число N достаточно велико, чтобы цепь можно было счи-
тать статистической системой, а ее возможные конфигу-
рационные состояния — макроскопическими фазами этой
системы. Мономеры соединены друг с другом прочными
ковалентными связями, энергия которых Е° настолько
велика, что частоты их разрыва со ~ ехр (— E°JkT)
удовлетворяют неравенству

ю т < 1 , (4.1)

где т — характерное время конфигурационной релакса-
ции полимерной цепи. Неравенство (4.1) означает, что пер-

*) Весьма близкий подход к статистической механике полимер-
ной цепи лежит в основе работ Эдвардса.[4]. Изложение и обсужде-
ние этих работ можно найти в недавнем обзоре Фрида [5].
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вичная структура полимерной цепи стабилизирована кине-
тически и корреляционные соотношения между положе-
ниями соседних звеньев действуют постоянно. Факти-
чески из (4.1) следует, что на интересующих нас временах
порядка т система неравновесна и обладает линейной па-
мятью.

Учет линейной памяти приводит к нетривиальным
следствиям даже при анализе свойств свободной нити
(когда отсутствуют боковые вторичные связи). Как из-
вестно (см., например, [6]), такая нить при достаточно
большом N из-за флуктуации ее геометрии, вызванных из-
гибом, сворачивается в клубок радиусом порядка RN =
= a y~N, где а — величина порядка расстояния между
соседними звеньями. Наличие линейной памяти выражает-
ся в том, что в конфигурационном пространстве функция
распределения ZCBo6 представляется в виде произведе-
ния функций корреляции gj = g (xj, xj+1) между сосед-
ними звеньями:

(х ь . .., XJV) = П Si-• (4-2)
з

Определяя функцию корреляции через разность век-
торов:

gj = g (Xj+1 ~ X j) = g (у;),. $ gd'y = 1, (4.3)

где Xj (j = 1, 2,. . ., N) — обобщенные координаты
звеньев цепи, Лифшиц вводит плотность звеньев в точке
с координатой х:

п ( х ) = 2 б ( х - х , - ) , (4.4)
3 = 1

и рассчитывает корреляцию плотности, т. е. величину,
связывающую изменение плотности в одной точке прост-
ранства, занятого клубком, с изменением плотности в дру-
гой его точке. Оказывается, радиус корреляции того же
порядка, что и размер клубка. Это означает, что плотность
клубка нельзя считать термодинамической характеристи-
кой системы: невозможно получить постоянное среднее
значение плотности, проводя усреднение по всему клубку.
Флуктуации плотности в разных точках клубка не незави-
симы, и усреднение необходимо проводить по времени,
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а не по пространству. Вследствие корреляции плотностей
(т. е. в конечном счете вследствие наличия линейной памя-
ти, вносящей ограничения в разрешаемые области фазо-
вого пространства) в клубке должны происходить макро-
скопические пульсации с характерным временем

т оо N2 (4.5)

и с амплитудой пульсации того же порядка величины, что
и сама плотность.

Полученный результат существенно связан с прибли-
жением свободной гибкой нити и с пренебрежением все-
ми взаимодействиями, кроме главных, обусловливающих
линейную память. На самом же деле объемными взаимо-
действиями между удаленными (вдоль главной цепочки)
друг от друга мономерными звеньями, сближенными в ре-
зультате изгиба, пренебрегать нельзя. Эти боковые связи
в значительной мере определяют результирующую конфи-
гурацию макромолекулы. Кроме того, существенным мо-
жет оказаться взаимодействие полимерной нити с окру-
жающей средой, например с растворителем. Наличие на
поверхности клубка гидрофобных звеньев полимерной це-
пи, разрушающих водородно-связанную структуру воды,
приводит к так называемому гидрофобному взаимодейст-
вию, сжимающему клубок. Поэтому в качестве следующе-
го приближения Лифшиц рассматривает клубок, образо-
ванный гомополимерной гибкой нитью, во внешнем сжи-
мающем потенциальном поле и (х). Этот этап необходим
для последующего учета объемного взаимодействия.

Теперь каждое звено характеризуется энергией, опре-
деляемой положением данного звена в пространстве. Обо-
значим энергию (в единицах Т) звена, расположенного
в точке х, через

Ф (х) = и (х)/Т. (4.6)

Энергия всей системы, находящейся в точке Г пространст-
ва конфигураций (т. е. с заданными координатами х̂  всех
звеньев *)), равна

N

$ — 2J Ф ( X J) = \ п ( х) Ф ( х) ^Зх- (4.7)
. 7 = 1 J

*) Для упрощения принято, что состояние звена полностью оп-
ределяется его координатой, т. е. не учитываются возможные раз-
личия в ориентации звена.
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Свободная энергия F (х) (в единицах Т) системы в поле,
отсчитываемая от уровня свободного клубка, может быть
записана в виде

FJT = F = F (Ф) - F (0) = - lnZN, (4.8)

где F1 — свободная энергия в обычных единицах, а ста-
тистическая сумма Ziv учитывает как наличие внешнего
поля, так и существование линейной памяти, т. е.

ZN = ^ ехр {- 2 Ф (Xj)} Ц g (h)
(4.9)

Ниже приведены очевидные выражения для равновес-
ной плотности звеньев h (xj), энергии Е (в единицах Т)
и энтропии S системы:

Й(Х,) = - ^ , (4.10)

Е = -J- = £{ср} - £{0} = ^Ф(х)п(х)#х =

^ ( х ) - ^ г # х , (4.11)

x)d3x- F, (4.12)

где '£х — энергия в обычных единицах. При достаточно
больших N вычисление ZN СВОДИТСЯ В конце концов*) к
решению уравнения

J-£ (х - х') Т (х') d V = ехр (ф - X) ЧГ (х), (4.13)

где Y — функция, определяемая равенством

Т 2 (х) - ^Р- ехр [- ф (х)] == р (х) ехр [- Ф (х)], (4.14)

р (х) — плотность звеньев в точке х в расчете на одно зве-
но, X — энергетический параметр системы, весьма просто
связанный с ее свободной энергией:

Zn ж ехр (— Ш), (4.15)

F = М. = NK {ф}. (4.16)

*) Подробные выкладки здесь и далее см. в [2].
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Если функция ф (х) достаточно плавна, т. е. мало ме-
няется на расстояниях порядка интервала между звенья-
ми, а корреляционную функцию g (x) можно считать сфе-
рически симметричной, то (4.13) превращается в

a2AY + (1 — exp (q> — Х))Ч = 0. (4.17)

Решения этого уравнения, т. е. вид «собственных функ-
ций» W и допустимые «собственные значения» X, зависят
от вида ф (х). Если поле исчезает на бесконечности, т. е.
ф (оо) = 0, а в области клубка ф (х) образует достаточно
глубокую потенциальную яму, чтобы «удержать» его в ви-
де плотной глобулы, появляются дискретные собственные
значения X. При данном потенциальном поле и (х) это
происходит при температурах ниже некоторой критичес-
кой температуры 8К. При более высоких температурах
квантования свободной энергии нет и X имеет сплошной
спектр. Граница непрерывного спектра проходит при Хк =
= 0. Если яма достаточно широка, то уровень основного
состояния находится вблизи дна ямы, т. е.

Тогда вместо (4.17) можно написать уравнение

а2&У + (К — ф) ¥ = 0, (4.19)

формально идентичное стационарному уравнению Шре-
дингера.

Это уравнение можно решить для различных конкрет-
ных случаев. Так, например, для глубокой сферически
симметричной ямы ф (г) = ф0 + 7 2 аг2 получаем основ-
ной уровень при

Ь = Фо + % «5|г- (4.20)

При Т ^> 0К нет дискретных уровней, а при понижении
температуры появляется первый дискретный уровень
Хк = X {фк} = X {и (х)/Эк}. При Т, близких к 0К, имеем
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Таким образом, в точке 0К реализуется фазовый переход
второго рода

\A(T-QKf, Г<6К,

(здесь FT совпадает с Fj).
Анализ корреляции флуктуации плотности показывает,

что при Т < 6К, когда яма достаточна для удержания
клубка, плотность р (х) со Т 2 ехр ф становится термоди-
намической величиной и усреднение ее по пространству
снова приобретает смысл.

В реальной макромолекуле кроме взаимодействия ме-
жду соседними звеньями, которое учитывается заданием
корреляции gj, существует дополнительное объемное взаи-
модействие % между далекими участками цепи, подошед-
шими друг к другу в результате изгиба. Энергию системы
можно в этом случае представить в виде суммы энергий
попарного взаимодействия uilt между сблизившимися
звеньями:

% (х ь . . . , X j v) = Vs 2 щк; ui1c = % {ХГ - xK). (4.23)

В общем случае при наличии объемного взаимодействия
% и внешнего потенциального поля ф получают уравне-
ния, аналогичные (4.13), (4.17) и (4.19), но вместо ф (х)
в них следует подставить зависящее от плотности га эф-
фективное самосогласованное поле Ф (га, х):

Ф (я, х) = ф (х) + Но (п) — In га, (4.24)

где Но (п) — химический потенциал звена в системе с ло-
кальной плотностью п.

Несколько слов об использовании химического потен-
циала [7]. Все особенности статистики полимерных цепей
определяются тем, что за счет линейной памяти мономеры
оказываются скоррелированными на расстояниях гКОрр
(гкорр 3̂ > а). Поэтому распределение плотности в глобуле
не локально. Однако в первом приближении (по параметру
^корр) объемное взаимодействие можно описать, вводя
аффективный химический потенциал (х* [га (х)] =

г, Т) — Т In п, где и (л, Т) — химический потенциал
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той же совокупности разорванных звеньев, с тем же объем-
ным взаимодействием и с плотностью п и температурой Т.
Таким образом, химический потенциал вводится так же,
как и в конденсированной фазе без линейной памяти, по-
скольку в системе с линейной памятью выделяется объем,
где локальные расстояния между взаимодействующими
звеньями много меньше, чем расстояния между этими
звеньями вдоль цепи (модель «взаимодействующие бусин-
ки на гибкой нити»).

Влияние растворителя на распределение плотности
может быть учтено зависимостью эффективного химичес-
кого потенциала \i* (n) от состояния растворителя. Так,
например, ц* (п) зависит от давления Р в растворителе.
В основном эта зависимость обусловлена тем, что при об-
разовании плотной глобулы объем растворителя изме-
няется на величину AV (растворитель вытесняется звенья-
ми полимера, так как молекулы растворителя не могут
проникать в плотную глобулу). Поэтому при образовании
глобулы цепь производит работу Р AV. В этом случае
состояние полимерной цепи определяется не минимумом
свободной энергии Гельмгольца, а минимумом свободной
энергии Гиббса (термодинамического потенциала): G {п} =
= F {п) + Р AF.

В выражениях для эффективного химического потен-
циала и эффективного самосогласованного поля (4.24)
появятся новьте члены, отражающие состояние раствори-
теля (давление, рН и т. д.).

Если внешнее поле отсутствует и в правой части (4.24)
исчезает первое слагаемое, то превращение клубка в гло-
булу может все же произойти за счет сил объемного
притяжения. Для предотвращения неограниченного сжа-
тия необходимо учитывать силы отталкивания, действую-
щие на атомных расстояниях. В этом случае глобула
образует нечто вроде двухфазной системы с плотным
ядром, играющим роль конденсированной фазы, и «газовой»
периферией, где поле объемного взаимодействия недо-
статочно для создания глобулы и цепочка удерживается
только основными связями.

В дальнейшем энергетические характеристики системы
будут записываться обычным способом, учитывающим явно
температурную зависимость, т. е. вместо F мы будем пи-
сать FIT, а вместо ц0 — ц0 (п, Т)/Т.
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Напишем теперь уравнение состояния двухфазной сфе-
рически симметричной глобулы при <р (х) = 0:

$ * (х - х') Y (х) d3 х' = Т (х) ехр [Ф (п) - X], (а)

Т а = гаехр[Х-Ф(п)], (б) . ( 4 2 5 )

* = »(*), (в)

(О

и условие нормировки, которое в случае образования гло-
булы фиксирует значение Я:

4jr$re(r)r2dr = A/. (4.26)

Если плотность га мала («газовая» фаза), то, как известно
из обычной термодинамики, химический потенциал зави-
сит от га следующим образом:

цо/Т = In n + а (Т)п, (4.27)

причем функция а (Т) положительна при высоких и от-
рицательна при низких температурах. Для конденсиро-
ванной фазы (большие значения п) Ф имеет при некотором
пт минимум ФМин, вблизи которого Ф квадратично зави-
сит от (п — пт). Таким образом, самосогласованное поле
Ф (п), обусловленное объемным взаимодействием, будет
следующим образом зависеть от плотности:

f a (Г) га, а(Г)га<<1,
Ф (га) = ' , . ч2 . . ̂  (4.28)

Типичный вид функций Ф (п) представлен на рис. 4.1.
Для больших глобул решение (4.25) означает следую-

щее: практически вся масса глобулы сосредоточена в плот-
ном ядре с почти постоянной плотностью п0 (4/3лД3«0 х:
~ N). Переходной слой и «газообразная» периферия весь-
ма тонки (8R <^Щ- Для каждой из фаз по обе стороны
тонкого переходного слоя (4.25) можно записать по ана-
логии с (4.17) в виде

= Т ( е х р [ Ф <n) ~ Х ] - 4 ) > Т Я = « ехр [X - Ф (и)],

(4.29)
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где х = г — R, п теперь функция от х, а граничные усло-
вия для конденсированной (I) и «газообразной» (Ц) фаз

т>Г

т=т"

т<Г

Рис. 4.1. Типичный вид функций Ф (ге) (по 12]).
7" — температура, при которой энергия плотной глобулы равна
энергии свободного клубка. Горизонтальная штрих-пунктирная
линия для функции Ф (ге) при Т < Т' проводится так, чтобы

заштрихованные площади были одинаковы.

формулируются следующим образом:

Фаза I п(— оо) = п0,

Т 2 ( - о о ) = Т? = « о е х р ( ^ - Ф о ) , (4.30)
Фаза II ге(оо) = Т 2 (оо);=0;

п (— оо) означает плотность звеньев внутри глобулы *)
вдали от ее границ, т. е. при г <§J R.

Из (4.29) и (4.30) сразу получаем

% = Ф (п0) = Ф о , X = п0. (4.31)

Вдали от границы фаз решения (4.25) представляют со-
бой экспоненциальные функции

п (х) — п0 со exp (vxx) (x-^—оо), |

п (х) со exp (v2x) (х -+ оо), j \ • >

где v1 и у2 — некоторые функции от п0. Лифшиц находит
п0, сшивая решения Ч^ и W2 точного уравнения (4.25),
а не его дифференциальной формы (4.29), верной только

*) Конечно, х, равное г — R , не может быть меньше —R.
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вдали от границы фаз. В каждой точке должно выполнять-
ся термодинамическое неравенство (см. (4.25, в))

1 д\10 дф 1 „ , , ооч

-Т-ы^-ы+ — >0 ' (А-36>
а плотная глобула должна быть термодинамически выгод-
нее рыхлого клубка, т. е.

(4.34)

о

Первый интеграл от (4.29) с учетом (4.30) и (4.31) равен
( я

^((D~<D0)dn-g(n) (фаза I),

(4-35)

^ (Ф — Фо) dn — g (га) (фаза II),
По

где
g(n) = п [(ехр (Ф - Фо) - 1 - (Ф - Фо)].

По

Правые части (4.35) различаются на величину у (Ф — Фо) dn.
а

Следовательно, чтобы решение (4.29) было непрерывным,
должно удовлетворяться равенство

По По

J (Ф - ф 0 ) dn = J Ф (га) dre — га0Ф (ге0) = 0. (4.36)
о о

Отсюда (см. (4.34))
Ф 0==Ф(га 0) < 0 . (4.37)

Уравнение (4.36) определяет п0. Существует какая-то тем-
лература Т', ниже которой начинают выполняться (4.34),
(4.36) и (4.37). Эта температура определяется уравне-
ниями

По

Ф(га0, Г') = 0, ^ Ф(га, T')dn= 0. (4.38)
о

Кроме того, во всей области значений плотности от 0 до
п0 должно выполняться (4.33), т. е. температура Т додж-
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на быть выше критической (Т ^> Гк). Здесь слово «крити-
ческая» имеет обычный смысл: это температурная граница
существования непрерывного перехода от «газа» к «жид-
кости». Из рис. 4.1 ясно, как находить п0 по кривым Ф(п),
пользуясь (4.36).

Итак, для достаточно длинного гомополимера с объем-
ным взаимодействием могут реализоваться следующие си-
туации:

1) Г > Г К .
1а) Т ~^> Т'. Уравнение состояния (4.25) не имеет ре-

шения для двухфазной системы. Глобула не образуется.
Система ведет себя как свободная нить без объемного взаи-
модействия.

16) Тк < Г < Т. При Т = Т' образуется глобула.
При этом возникает дополнительная свободная энергия,
которая при Т < I " равна F/TV = п$Ф (п0). Выполня-
ется (4.36). Переход при Т = Т' есть фазовый переход
первого рода.

1в) Т <; Tv. При Т = Гк-между двумя фазами систе-
мы возникает скачок плотности (фазовый переход второго
рода). Тем не менее условие (4.36) в центре ядра выпол-
няется.

2)Т' <ТК.
2а) Г > 7". Аналогично (1а).
26) Т ^ Т'. При Т = Т' в результате фазового пере-

хода первого рода образуется глобула со скачком плот-
ности между плотным ядром и «газообразной» периферией.

Предыдущее изложение было главным образом основа-
но на первой статье Лифшица [2]. В работах [3, 7] Лифшиц
и Гросберг получили ряд новых существенных результа-
тов. Была рассмотрена возможность образования глобул
без «газообразной» периферии, проанализированы случаи
больших и малых глобул, учтено влияние растворителя.
Ниже будут вкратце изложены наиболее важные из полу-
ченных результатов.

При уменьшении температуры плотность звеньев в «га-
зообразной» периферии падает аналогично тому, как это
имеет место в случае плотности пара над жидкой каплей.
Однако в случае полимерной цепи система главных свя-
зей не позволяет плотности стать слишком малой. Поэтому
при достаточно низкой температуре даже очень длинная
цепь будет образовывать глобулу без «газообразной» пе-
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риферии. Таким образом, возможны три различных фазо-
вых состояния полимерной цепи: клубок, глобула с «газо-
образной» периферией, глобула без периферии. Эти три
состояния схематически изображены на рис. 4.2. Деталь-
ный анализ термодинамики этих состояний и переходов

а)

по
п

R г

Рис. 4.2. Распределение плотности но радиусу в глобуле,
о) Глобула с «газообразной» периферией при температуре, превы-
шающей критическую температуру системы разорванных звеньев,
Т > Тк; б) глобула с «газообразной» периферией при Т < Гк ;
в) глобула без периферии. я_ и га+ — плотности на внутренней и

внешней сторонах границы плотной глобулы, соответственно.

между ними проведен на уже упомянутой выше модели
«взаимодействующие бусинки на гибкой нити». Рассмот-
рены случаи предельно большой глобулы (объем плотного
ядра глобулы F o = 4/ 3яЛ 3 значительно превышает корре-
ляционный объем, F 0 : > r L p p ) . Основные результаты от-
ражены на фазовой диаграмме (рис. 4.3). Для большой гло-
булы (N достаточно велико) переход клубок — глобула

3 Л. А. Блюменфельд
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т г

с «газообразной» периферией реализуется как фазовый
переход первого рода (кривая А Б). Вблизи фазового пере-
хода, когда 0 < т == Т'—Т<^Т' (У—температура перехо-
да при данном N), свободная энергия зависит от т линей-
но. Если Т' ^> Гк, то при переходе через температуру
Тк (жирный пунктир на фазовой диаграмме) поверхност-
ный слой глобулы испытывает фазовый переход второго

рода, в результате которого рас-
пределение плотности на гра-
нице раздела глобула — пери-
ферия становится разрывным
(ср. рис. 4.2, б).

Для достаточно малой гло-
булы Гц >• Т' и реализуется
только фазовое превращение
первого рода: клубок — глобу-
ла с «газообразной» периферией
(линия В на диаграмме).

В том случае, если система
главных связей не позволяет
удовлетворить требованию не-
прерывности локального хими-
ческого потенциала на границе
ядра глобулы, образуется гло-
була без периферии. Для пре-
дельно малой цепи плотная гло-
була образуется всегда без пе-
риферии в результате фазового
перехода первого рода (линия Г
на диаграмме). Для малых и
больших глобул с периферией

при понижении температуры реализуется фазовый пере-
ход первого рода, в результате которого «газообразная»
аериферия «прячется»_в глобуле (линия Д на диаграмме).
Тройная точка О (N, Т) определяется тем, что в этой точ-
ке свободные энергии глобул обоих типов исчезают. Мож-
но показать, что Т <.ТК.

В работе [7] исследовано влияние внешнего давления
на вид фазовой диаграммы. При достаточно низких тем-
пературах всегда образуется глобула без «газообраз-
ной» периферии.

Рис. 4.3. Фазовая диаграм-
ма при постоянном Р для
модели «взаимодействую-
щие бусинки на гибкой ни-
ти». Буквами А, Б, В, Г, Д
обозначены участки линий.
Линия ДОГ отделяет об-
ласть глобулы без перифе-
рии, линия А ВВОД — гло-
булы с «газообразной» пери-
ферией, линия АВВОГ —

клубка.
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Очевидное развитие модели, рассмотренной в изложен-
ных работах, должно заключаться в учете корреляции не
только координат мономерных звеньев, но и их ориента-
ции. И, конечно, принципиальным шагом вперед было бы
рассмотрение гетерополимеров, обладающих, кроме ли-
нейной, и информационной памятью. Звено характеризу-
ется не только координатой или ориентацией, но и сортом
мономера. Однако сделанный в этих работах первый шаг
по созданию статистической теории биополимеров, учи-
тывающей их важную характеристику — наличие линей-
ной памяти,— уже привел к интересным и нетривиальным
результатам, которые, вероятно, останутся и в более пол-
ной теории.

§ 4.3. О СТАТИСТИЧЕСКОЙ НЕРАВНОВЕСНОСТИ
БИОПОЛИМЕРНЫХ СТРУКТУР
НА РАЗНЫХ УРОВНЯХ ОРГАНИЗАЦИИ

При рассмотрении однонитевого гомополимера в пре-
дыдущем параграфе мы считали, что кинетическая нерав-
новесность, память, ограничивается фиксацией каждого
мономерного звена на своем месте вдоль'цепи. Если бы
речь шла о гетерополимере, можно было бы сказать, что
память относится только к первичной структуре. С уче-
том ограничений, налагаемых сильными связями вдоль
цепи, образование клубка или плотной глобулы с фикси-
рованным квантованным значением свободной энергии
или возникновение двухфазной структуры с конденсиро-
ванной сердцевиной и «газообразной» пульсирующей пери-
ферией приводит, согласно представлениям, изложенным
в предыдущем параграфе, к равновесному состоянию си-
стемы. Таким образом, в этом приближении вторичная и
третичная структуры биополимеров равновесны и одно-
значно определяются (при Т < Т') заданной кинетиче-
ски неравновесной первичной структурой.

По-видимому, однако, не всегда неравновесность огра-
ничивается уровнем первичной структуры. Реальные бел-
ковые молекулы с достаточно большим числом аминокис-
лотных остатков, способных осуществлять огромное число
различных попарных объемных взаимодействий, возмож-
но, обладают множеством близколежащих уровней сво-
бодной энергии, соответствующих различным вариантам
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замыкания вторичных связей и отделенных друг от друга
большими потенциальными барьерами. В этом случае
совпадение единственной реализующейся осмысленной
(т. е. характеризующейся данными ферментативной, им-
мунологической и т. п. активностями) системы со струк-
турой, отвечающей абсолютному минимуму свободной
энергии системы при заданной аминокислотной последо-
вательности, практически невероятно. По-видимому, на-
чиная с некоторой длины цепи, нативная и абсолютно рав-
новесная структуры перестают совпадать.

Сказанное выше не означает, что вторичная и третич-
ная структуры биополимеров в клетке не определяются
их генетически обусловленной первичной последователь-
ностью. При заданных кинетических механизмах биосин-
теза первичная последовательность однозначно определяет
вторичную и третичную структуры, которые, однако,
могут и не быть равновесными в указанном выше смысле.
Действительно, постулируем наиболее принятую сейчас
схему биосинтеза белковых макромолекул в рибосомах,
где аминокислотные остатки, приносимые РНК-перенос-
чиками, последовательно соединяются друг с другом пеп-
тидными связями согласно программе, заложенной в ин-
формационной РНК, а образующаяся полипептидная це-
почка постепенно выталкивается из рибосомы в цитоплаз-
му. При достаточно большой длине растущей полипептид-
ной цепочки, закрепленной с одного конца в рибосоме,
возникнет ситуация, когда должен произойти фазовый
переход первого рода из свободного клубка в плотную гло-
булу. При этом не обязательно будет реализован самый
нижний из дискретных уровней свободной энергии, соот-̂
ветствующих цепочке данной длины и данного состава.
Вначале может возникнуть менее выгодная, но кинетиче-
ски более доступная конформация, которая затем медлен-
но релаксирует к равновесно! конформации, соответст-
вующей низшему дискретному уровню свободной энергии,
если рост цепи на этом закончится и готовая белковая мо-
лекула оторвется от рибосомы. Если же рост цепи будет
продолжаться, то упаковка новых ее участков будет оп-
ределяться уже имеющимся «ядром». Через некоторое вре-
мя для выросшей, более длинной цепочки конформация
первоначально образовавшейся плотной глобулы (ее вто-
ричная и третичная структуры) может стать совершенно
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неравновесной. Низшему уровню свободной энергии вы-
росшей полипептидной цепочки соответствовала бы со-
вершенно другая конформация тех ее первых участков,
из которых была построена раньше плотная глобула.
Однако переход в новую конформацию может быть кине-
тически невозможным. Такой переход потребовал бы либо
разрыва основной цепочки, либо разрушения всей глобу-
лы с последовательным (в строго заданном порядке) раз-
рывом множества вторичных связей. Таким образом, в
достаточно больших молекулах биополимеров «жесткая»
память может быть сосредоточена не только в первичной,
но и во вторичной и даже в третичной структурах. Однако
при заданных механизмах и временах синтеза биополиме-
ров кинетическая неравновесность вторичной и третичной
структур не противоречит тому, что они полностью опре-
деляются первичной последовательностью мономеров, т. е.
запрограммированы генетически.

В связи со сказанным выше вопрос о том, полностью
ли равновесны (при заданной неравновесной первичной
последовательности) вторичная и третичная структуры
биополимеров, не представляется мне очень важным.
В реальных условиях эта проблема может вообще не иметь
смысла. Функционирование наиболее важных биополиме-
ров связано с постоянно идущими микрохимическими из-
менениями: присоединением и отщеплением низкомолеку-
лярных соединений, ионизацией кислотных и основных
групп, изменением количества сорбируемых ионов и т. п.
Любое из этих локальных изменений вызывает изменение
эффективного поля Ф, т. е. может привести к превраще-
нию равновесной конформации в неравновесную. Не так
уж важно, является ли данная конформация абсолютно
равновесной или она равновесна лишь локально, т. е. об-
ладает наинизшей свободной Энергией по сравнению с не-
которым набором геометрически соседних возможных кон-
формаций. Мы увидим далее, что наиболее существен
вопрос о временах и характере процесса релаксации си-
стемы в новое равновесное (или локально равновесное)
состояние после быстрого изменения эффективного
поля Ф.

Обсуждение аналогичных проблем можно найти в док-
ладе Лифшица на IV Международном биофизическом конг-
рессе [8].
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§ 4.4. О НЕКОТОРЫХ СВОЙСТВАХ
БИОПОЛИМЕРНЫХ СТРУКТУР, ВЫТЕКАЮЩИХ
ИЗ ИХ СТАТИСТИКО-ФИЗИЧЕСКОГО ОПИСАНИЯ

Итак, наиболее важной характеристикой биополиме-
ров можно считать наличие жесткой памяти, т. е. кинети-
ческой неравновесности на уровне первичной, а у доста-
точно больших молекул — вторичной и, возможно,
третичной структур. Согласно, изложенной выше теории
Лифшица, жесткая линейная память и объемное взаимодей-
ствие должны приводить к появлению дискретных уров-
ней свободной энергии возникающей плотной глобулы.

В случае гетерополимеров каждому такому дискрет-
ному уровню должна, по-видимому, соответствовать оп-
ределенная конформация, т. е. определенный способ обра-
зования вторичных связей (водородных связей, дисуль-
фидных мостиков, ионных пар) между удаленными по
главной цепочке аминокислотными остатками, который оп-
ределяет вторичную и третичную структуры макромоле-
кулы *) .

Наличие таких дискретных конформационных уровней,
отделенных потенциальными и энтропийными барьерами
от других конформационных состояний, генетическая
обусловленность первичной структуры и постоянство кине-
тических механизмов биосинтеза приводят к изумительной
воспроизводимости биополимеров. Действительно, молеку-
лярные функции распределения, например, одинаковых
(т. е. соответствующих'одному гену) белков по самым раз-
личным характеристикам чрезвычайно узки, значитель-
но уже функций распределения любых известных синтети-
ческих^полимеров. Эта воспроизводимость обеспечивает
функциональную специфичность биополимеров (фермен-
тативную, иммунологическую и т. п.), весьма существен-
ную для живых систем.

*) Слово конфопмация в литературе часто употребляется в раз-
личных смыслах. В этой книге термин «конформация» будет приме-
няться только для обозначения состояния макромолекулы с фикси-
рованной схемой вторичных связей. Конформацйоннымй будут на-
зываться переходы и изменения, связанные с изменением этой схемы.
Геометрическая форма̂  молекулы, определяющая расстояния между
не соединенными вторичными связями мономерами, которая может
изменяться в пределах одной конформа!^ии, будет называться кон-
фигурацией, а соответствующие изменения — конфигурационными.
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Вместе с тем при незначительных локальных (например,
образование дополнительной связи с небольшой молеку-
лой или ионом) или общих (например, небольшое измене-
ние температуры) возмущениях, недостаточных для пере-
вода молекулы в новое конформационное состояние (т. е.
для изменения схемы замыкания вторичных связей, опре-
деляющих объемные взаимодействия), может сравнитель-
но сильно измениться геометрия, конфигурация, молекул.
В этом отношении свойства больших молекул, обладаю-
щих вторичной и третичной структурой, резко отлича-
ются от свойств малых молекул. Минимум свободной
энергии при неизменной конформации может в случае
биополимеров достигаться при несколько ином располо-
жении не связанных вторичными связями мономеров. Это-
му способствует возможность поворотов вокруг ординар-
ных связей главной цепи, а также не очень строгие требо-
вания, предъявляемые к линейности водородных связей,
и т. д.

Ажурная структура биополимера напоминает сложную
проволочную конструкцию, которую может «повести»
при изменении температуры или возникновении неболь-
ших локальных напряжений. Эту особенность больших
цепных молекул со вторичной или третичной структу-
рами следует иметь в виду при рассмотрении их химиче-
ских взаимодействий друг с другом и с малыми молеку-
лами.

При достаточно сильных возмущениях можно ожидать
истинных конформационных переходов с разрывом од-
них и замыканием новых вторичных связей. Если диск-
ретные уровни свободной энергии лежат достаточно близ-
ко и отделены друг от друга сравнительно низкими
энергетическим или энтропийным барьерами *), то можно
ожидать возникновения конформационных колебаний
релаксационной природы. Иногда эти переходы и колеба-
ния могут не затрагивать всю молекулу, а носить более
или менее локальный характер.

I При рассмотрении всех явлений, связанных с измене-
ниями конфигурации и конформации биополимеров,

*) Малость энтропийного барьера означает, что для перехода
из одного состояния в другое требуется изменить последовательно
сравнительно небольшое число слабых связей или что этот переход
может реализоваться многими способами.
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следует помнить, что эти структуры, как было показано вы-
ше, представляют собой в значительной степени механи-
ческие системы с жесткой памятью на различных уровнях
организации, с целыми областями фазового пространства,
недостижимыми без разрушения структуры. Поэтому мож-
но ожидать существования немногих выделенных степеней
свободы и движение частей системы во время конформа-
ционных и конфигурационных переходов должно быть по
преимуществу механическим. В случае чисто релаксацион-
ных конформационных переходов после быстрых возму-
щений к состоянию нового частичного равновесия можно
ожидать весьма больших характеристических времен этих
процессов.

Все перечисленные свойства биополимерных структур
должны решающим образом влиять на их функциони-
рование.



Г Л А В А 5

КОНФОРМАЦИОННЫЕ И КОНФИГУРАЦИОННЫЕ
ИЗМЕНЕНИЯ БИОПОЛИМЕРОВ

§ 5.1. ВВЕДЕНИЕ

В конце предыдущей главы мы увидели, к каким след-
ствиям может привести то обстоятельство, что важнейшие
биополимеры представляют собой существенно кинетиче-
ски неравновесные структуры с памятью на различных
уровнях организации и с выделенными степенями свобо-
ды, т. е. в значительной степени являются «машинами».
В таких системах для отображения их истинного движения
в пространстве и времени требуется учитывать значитель-
но меньше степеней свободы, чем в принципе необходимо
для их полного описания. Следует четко отдавать себе
отчет в том, что существуют две причины такого «механи-
ческого поведения» макромолекул биополимеров: их боль-
шие размеры и возможность образования большого коли-
чества вторичных связей, достаточно сильных, чтобы фик-
сировать различные конформации (дискретные уровни
свободной энергии по Лифшицу [1]), и достаточно слабых,
чтобы допускать конфигурационные и конформационные
переходы под действием различных возмущений.

Именно способность к конформационным переходам,
способность к движению с участием выделенных механи-
ческих степеней свободы, является важнейшим свойством
биополимеров, в значительной мере определяющим их
функционирование. Исследованиям таких переходов было
в последние годы посвящено большое число работ, в ос-
новном экспериментального характера. Однако при анали-
зе своих экспериментальных данных большинство авторов
не учитывает отмеченные в гл. 4 принципиальные особен-
ности биологически важных макромолекулярных структур.
Поэтому в настоящей главе будут не только рассмот-
рены экспериментальные результаты исследований кон-
формационных и конфигурационных изменений биополи-
меров, но и заново проанализированы эти результаты (за
исключением данных, непосредственно относящихся к
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ферментативному катализу, которые разбираются в сле-
дующей главе).

Наибольшее количество имеющихся в литературе ра-
бот посвящено изучению так называемой денатурации био-
полимеров. Этот термин не имеет строго определенного
смысла и употребляется для обозначения самых различ-
ных изменений свойств макромолекул под влиянием са-
мых различных воздействий. При рассмотрении термоди-
намических и 'кинетических характеристик различных
денатурационных процессов возникает общая проблема
применимости понятий и уравнений, используемых в физи-
ческой химии малых молекул, для описания процессов, в
которых принимают участие макромолекулы биополимеров.
Речь идет о применимости закона действующих масс, урав-
нений Вант-Гоффа, Аррениуса и теории активированного
комплекса. Ввиду важности этого вопроса, для многих
проблем, обсуждаемых в настоящей книге, он будет под-
робно исследован уже здесь, хотя основные следствия из
нашего рассмотрения (относящиеся к кинетике и механиз-
му ферментативных реакций и механизмам трансформа-
ции энергии в клетке) будут использованы потом.

Весьма большое внимание будет уделено термодинами-
ческим и кинетическим аспектам конформационных и кон-
фигурационных изменений белка, наблюдаемых при ло-
кальных химических возмущениях (образование комплек-
са с малыми молекулами и ионами, отдача и присоедине-
ние электрона и т. п.).

§ 5.2. ДЕНАТУРАЦИЯ БИОПОЛИМЕРОВ

Денатурации белков посвящено огромное количество
оригинальных и обзорных работ, глав в учебниках. Нет
никакой возможности даже перечислить основные экспе-
риментальные результаты и теоретические представления.
Пожалуй, в этом даже нет необходимости, так как по мере
усовершенствования физических методов исследования
становится все более очевидным, что, в сущности, нет еди-
ного денатурационного процесса, характеристики и ме-
ханизм которого следует установить. Вероятно, единствен-
ной общей чертой всех эффектов, сопровождающих то,
что называют денатурацией, являются значительные из-
менения конформации макромолекул, происходящие в



§ 5.2] ДЕНАТУРАЦИЯ БИОПОЛИМЕРОВ 75

узкой области значений внешних параметров (температу-
ра, рН, гидростатическое давление и т. д.). В этом смысле
можно говорить о большой степени кооперативности дена-
турационных изменений, напоминающих иногда фазовые
переходы. Часто, вероятно, они и являются фазовыми пе-
реходами (глобула — клубок), рассмотренными в преды-
дущей главе.

Наиболее подробно как экспериментально, так и теоре-
тически изучено плавление или переход спираль — клу-
бок в ДНК. В списке литературы приведены основные ра-
боты по этой теме [2—8]. Следует обратить особое внимание
на серию работ Лазуркина, Франк-Каменецкого и Трифо-
нова, которые внесли, вероятно, наиболее существенный
вклад в создание последовательной концепции и в выяс-
нение детального механизма плавления двухспиральной
нити ДНК. В случае денатурации белков работ такого ти-
па не существует и, по-видимому, существовать не может.
Точнее говоря, детальный механизм плавления, конфор-
мационного перехода каждого белка определяется специ-
фической щшформацией его макромолекулы, и в этом
смысле механизмов и теорий должно быть столько, сколь-
ко существует различных белков. В какой-то степени об-
щий подход возможен только после создания статистиче-
ской физики систем с памятью на разных уровнях органи-
зации. Начало создания такой теории положено работами
Лифшица, рассмотренными в предыдущей главе.

На протяжении многих лет при анализе денатурацион-
ных процессов чаще всего пользовались примитивным тер-
модинамическим подходом, рассматривая денатурацию
как обычную мономолекулярную химическую реакцию,
в которой вещество А (нативная форма биополимера) пре-
вращается в вещество В (денатурированная форма). Пред-
полагалось, что это превращение можно в принципе про-
вести обратимо и при фиксированном значении внешних
параметров (температура, рН, концентрация денатурирую-
щего агента и т. д.) всегда достигается истинно равновес-
ное соотношение между концентрациями А и В. Этого счи-
талось достаточно, чтобы для описания денатурационного
процесса применять законы действующих масс и уравне-
ние изотермы реакции Вант-Гоффа. При обработке ре-
зультатов кинетических исследований, естественно, поль-
зовались уравнением Аррениуса, представлениями теории



76 СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ БИОПОЛИМЕРОВ [ГЛ. 5

абсолютных скоростей реакции и вычисляли обычны-
ми способами энергии и энтропии активации процессов.
Лишь в самое последнее время в связи с развитием техни-
ки высокочувствительной микрокалориметрии начали
непосредственно измерять тепловые эффекты денатура-
ционных процессов (как, впрочем, и ряда реакций компле-
ксообразования малых молекул с белками и реакций
ассоциации макромолекул). Сравнение результатов равно-
весных и термохимических измерений заставляет усом-
ниться в законности первых. Впрочем, многие результаты
равновесных исследований вызывают и сами по себе скеп-
тическое отношение. Действительно, определяемые по
уравнению Вант-Гоффа тепловые эффекты и энтропии
превращений (АН и AS) иногда чувствительны к методу
регистрации денатурационных изменений (изменения ра-
створимости, спектра поглощения, вязкости, оптического
вращения, ферментативной активности, устойчивости к
протеолизу, доступности различных химических групп),
к способу проведения денатурации (тепло, добавление
кислоты, добавление мочевины и других денатурирую-
щих агентов), к незначительным изменениям солевого со-
става среды. Примеры этому можно найти во всех моно-
графиях и обзорах, посвященных термодинамическим ас-
пектам денатурации белков (см., например, [9]).

Аналогичная ситуация характерна и для активацион-
ных параметров — энергии АЕа и энтропии ASa актива-
ции. Рассмотрим несколько примеров, иллюстрирующих
определение термодинамических параметров денатурации
равновесными и термохимическими (прямыми) методами,
а также определение активационных параметров по кине-
тическим измерениям.

Кислотная денатурация ферригемоглобина. Прямое
измерение теплового эффекта этой реакции [10] было про-
ведено при температурах 15 и 25° С. При 15° С в интервале
рН 3,51—3,19 константа скорости реакции меняется от
0,031 до 0,130 мин*1, а тепловой эффект процесса АН =
= —76 ± 1 , 6 ккал/молъ. При 25° С в интервале рН 3,79—
3,40 константа скорости реакции меняется от 0,029 до
0,350 мин"1, а тепловой эффект меняет знак и становится
равным -f- 10,0 ± 0,3 ккал/молъ (положительный тепло-
вой эффект соответствует поглощению тепла в ходе про-
цесса). Если учесть, что при денатурации происходит свя-
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зывание протонов (одинакового их числа при обеих тем-
пературах), и внести поправку на энергию, необходимую
для извлечения протонов из среды (эта энергия равна ну-
лю при 25° и +12,5 ккал/молъ при 15° С), то различие меж-
ду тепловыми эффектами при 15е и 25е станет еще значи-
тельнее:

ДЯ15 = —88,5 ккал/молъ, АН2Ь = +10,0 ккал/молъ. (5.1)

Таким образом, при повышении температуры на
10е тепловой эффект процесса возрастает почти на
100 ккал/молъ, меняя свой знак. Это формально соот-
ветствует повышению теплоемкости при денатурации
на Аср = +9850 кал-моль'1-град'1 (при 20° G). Близкие
величины были получены и при исследовании денатурации
сывороточного альбумина [11].

С чем может быть связана такая сильная температур-
ная зависимость теплового эффекта? В принципе ее можно
объяснить двумя способами. Во-первых, этот результат
может полностью определяться законом Кирхгоффа, т. е.
различием теплоемкостей нативного и денатурированного
состояний (тогда приведенная выше величина Аср имеет
реальный физический смысл и не может считаться формаль-
ной). Изменение теплоемкости может быть, например,
связано с тем, что в денатурированном состоянии на по-
верхность выходят гидрофобные группы и увеличивается
энергия гидрофобного взаимодействия с растворителем.
Альтернативой приведенному объяснению является пред-
положение, согласно которому при разных температурах
под влиянием кислоты наблюдаются по существу различ-
ные процессы. Это означает, что либо начальная, либо ко-
нечная структуры меняются с температурой, причем их
изменения сопровождаются поглощением или выделением
тепла. Такое предположение эквивалентно представлению
о том, что при каждой температуре происходит другая
реакция кислотной денатурации со своим тепловым эф-
фектом. В чем принципиальное различие этих двух воз-
можных объяснений? В первом случае изменение теплового
эффекта с температурой (дАН/дТ) определяется различи-
ем теплоемкостей начального и конечного состояний (Дср).
В рассматриваемом примере

—•£=—= Дс р = 9850 кал-молъ~х-град~х. (5.2)
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Все структурные изменения в системе при этом происходят
только в результате реакции денатурации (при данной
постановке опыта вследствие изменения рН при фикси-
рованной температуре, а при другой — вследствие, на-
пример, изменения температуры при фиксированном зна-
чении рН). Изменение температуры само по себе не при-
водит к каким-либо изменениям характеристик исходного
и конечного состояний. В этом случае должно выполняться
очевидное термодинамическое соотношение

дАН dAS , „ ч

связывающее температурный коэффициент теплового эф-
фекта с температурным коэффициентом изменения энтро-
пии системы в результате протекания реакции.

Если правильно второе объяснение, то при разных тем-
пературах идут, собственно говоря, разные реакции и со-
отношение (5.3) не должно выполняться. Ведь тогда в
АН и AS должны входить величины АН' и AS', характе-
ризующие процессы перестройки, происходящие с исход-
ными (или конечными) соединениями под действием тем-
пературы и не связанные между собой термодинамическим
соотношением типа (5.3). Пусть, например, при некоторой
температуре Тг процесс кислотной денатурации сопровож-
дается изменением энтальпии на АН (7\) и энтропии на
AS (Тг). Проведем теперь тот же процесс при большей тем-
пературе Т2. Конечно, закон Кирхгоффа будет выполнять-
ся и величины АН и AS изменятся за счет конечной вели-
чины Аср. Однако если структура исходной молекулы
изменилась, т. е. произошло превращение под действием
нагревания, которое характеризуется своими параметрами
АН' и AS', то наблюдаемые термодинамические параметры
кислотной денатурации станут равными АН (Т2) — АН' и
AS (Г2) — AS' (для простоты принято, что структура ко-
нечного, денатурированного состояния практически не
меняется с температурой). Поскольку АН' и AS' не свя-
заны соотношением (5.3), а определяются конкретной
структурой белка, то и для наблюдаемых параметров кис-
лотной денатурации АН — АН' и AS — AS' соотношение
(5.3) не будет выполняться. Если второе объяснение пра-
вильно, то структура исследуемого белка должна в об-
ласти комнатных температур претерпевать изменения, су-
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щественно влияющие на путь реакции кислотной денату-
рации.

Исследование того же процесса кислотной денатурации
равновесными методами дало совершенно другие резуль-
таты. Определяя константу равновесия К денатурации
спектрофотометрически (при денатурации изменяется
спектр поглощения ферригемоглобина в видимой области
спектра), Штейнхард и Цайзер [12, 13], пользуясь уравне-
ниями Вант-Гоффа

(5-4)

d\nK _ Aff .,, , ,
d(l/T) - ~~R~~' {-°-D)

нашли, что график зависимости In К от 1/7" имеет два
прямолинейных участка с изломом при 15,5° С. В интер-
вале температур от 0,2 до 15,5° G тепловой эффект оказал-
ся равным 32 ккал/молъ, а в интервале температур от 15,5
до 25° С — практически равным нулю.

Несовпадение результатов равновесных и прямых тер-
мохимических измерений представляется весьма стран-
ным, если допустить, что температурная зависимость теп-
лового эффекта полностью определяется различием тепло-
емкостей начального и конечного состояний, т. е. законом
Кирхгоффа. С первого взгляда может показаться, что при
определении теплового эффекта с помощью равновесных
измерений (т. е. по тангенсу угла наклона кривой в коор-
динатах In К и 1/71) предполагают постоянство величин
АН и AS. Однако это не так. Действительно, пусть АН
и AS не зависят от температуры. Тогда из (5.4) имеем

1 ЭКН . i d!±S \

RT дТ ~Т~ R дТ ) '

что эквивалентно соотношению (5.5).
Если А/7 и AS зависят от температуры, то

dK _ к I A f f 1 ЭКН
dT ~ {

Выполнение термодинамического соотношения (5.3) ав-
томатически превращает (5.7) в (5.6). Таким образом, в
формуле (5.5) не заложено требование температурной не-
зависимости изменений энтальпии и энтропии в ходе
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исследуемого процесса, а заложено предположение, что эти
изменения подчиняются (5.3). В частности, при выполне-
нии закона Кирхгоффа, т. е. когда

АН = ДЯ° + АсрТ, AS = AS0 + Acp In T (5.8)

и температурная зависимость энтальпии и энтропии пре-
вращения определяется только разностью теплоемкостей
начального и конечного состояний, применение уравне-
ния Вант-Гоффа должно давать истинные значения АН.

Наблюдаемые существенные расхождения результатов
калориметрических и равновесных измерений, различаю-
щихся не только по величине, но и по знаку изменения
АН с температурой, не поддаются примитивной интерпре-
тации.

Форест и Стюртевант [10] объясняют отличие своих ре-
зультатов от значений, полученных с помощью равновес-
ных методов, предполагая, что кислотная денатурация
ферригемоглобина протекает в две стадии, одна из которых
не регистрируется спектрофотометрически. Пусть Кг и
К2 — константы равновесия этих двух стадий, а АНг и
АН2 — соответствующие истинные (измеряемые калори-
метрически) молярные тепловые эффекты:

А^В = С. (5.9)

В качестве первого случая рассмотрим следующую си-
туацию. Пусть спектрофотометрически регистрируется
только второй переход, а спектральные характеристики
А и В неразличимы (исследователь даже не подозревает
о наличии промежуточного состояния В).

Пусть Ъе и се —• истинные равновесные концентрации
В и С, а0 — суммарная концентрация белка. Тогда в на-
шем случае спектрофотометрическое измерение даст для
кажущейся константы равновесия

(5.10)

V (5Л1)

^ к а ж
«о

Подставив сюда
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получим

АКаж — ^ | к -

Учитывая, что, по Вант-Гоффу,
dK K АН

К

после несложных преобразований находим

ДЯЙЖ = ДЯ, + Т ^ - . (5.13)

Вторая возможная ситуация заключается в том, что
регистрируется только первый переход, а спектральные
характеристики В и С неотличимы *) . Тогда

а \ + С % = * 1 + К1К* ( 5 Л 4 )
а° ~~ ° ~~' с

+ - j - ^ - ДЯ2. (5.15)

Рассчитаем теперь получаемое в результате термохи-
мических измерений истинное значение энтальпии дена-
турации.

Пусть до начала процесса был 1 моль формы А, а в
конце образовались равновесные количества Ъе формы В
и ск формы С. Это означает, что превращению 1 (с моляр-
ным тепловым эффектом АН-,) подверглось Ъе + се молей
формы А, а затем се молей образовавшейся формы испыта-
ло превращение 2 (с молярным тепловым эффектом АН2).
Отсюда

Д # и с т = (Ье + се)АН1 +

Из (5.11), полагая а0 = 1, получим

*) В оригинальной работе Фореста и Стюртеванта [10] ошибочно
рассматривается нереальная ситуация, когда неотличимы характе-
ристики А и С, т. е. конечный продукт денатурации неотличим по
рассматриваемому свойству (в данном случае спектрофотометри-
чески) от исходного нативного белка. Для кислотной денатурации
гемоглобина (да, по-видимому, и во всех других случаях) это явно
не так: ведь тогда практически доведенную до конца денатурацию
нельзя быдо бы зарегистрировать.
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откуда
АИ - Kid

Если процесс идет почти до конца, т. е. если Klt K% ^> 1,
то, естественно,

Д£ГИСТ = АНг + А# 2, (5.17)

к = АЯ2, ДЯ<£Ж = АН, + Д# 2 . (5.18)

Таким образом, если при измерениях реализуют силь-
но сдвинутое вправо равновесие, то при осуществлении
первой ситуации при расчете по Вант-Гоффу измеряемой
величиной является тепловой эффект второй стадии (соп-
ровождающейся изменением свойства, по которому ведет-
ся регистрация), а при осуществлении второй ситуации
должны получить истинное значение энтальпии процесса.
При определении константы равновесия для расчета вант-
гоффовской энтальпии работают в широкой области со-
отношений концентрацией денатурированного и нативного
белка (меняя степень денатурации с помощью рН или тем-
пературы), в том числе и при сильно сдвинутом вправо де-
натурационном равновесии. Поэтому вторая ситуация,
при которой регистрируется только первый переход в
(5.9), по-видимому, противоречит экспериментальным дан-
ным и может не обсуждаться. Действительно, калоримет-
рически измеренное и вант-гоффовское значения энтальпии
не только резко отличаются друг от друга, но при из-
менении температуры даже смещаются в разные стороны.
Остается рассмотреть ситуацию, при которой первая
стадия в (5.9) не регистрируется, хотя сопровождается
тепловым эффектом. Если равновесие сильно сдвинуто в
сторону денатурированного состояния, то найденная по тем-
пературной зависимости кажущаяся энтальпия процесса,
согласно (5.18), должна равняться истинной энтальпии
второй стадии. Таким образом, в этом случае

AHl5 = +10 ккал/молъ, A#f = 0, (5.19а)

AH\S = —120,5 ккал/молъ, AH\S = +32 ккал/молъ.
(5.196)

Если же измерять температурную зависимость кажущейся
константы равновесия KK3i7K в условиях, когда последняя
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близка к единице (т. е. при таких значениях рН, при ко-
торых концентрации денатурированной и неденатуриро-
ванной форм сравнимы), то нетрудно показать, что экспе-
риментальные данные по АЯ к а ж и A#T C T (АЯист равна
при калориметрических измерениях АНХ + А^Г2) удов-
летворяются лишь при

A#f = 10 (1 + l/Kj) ккал/молъ,

A#f = —lO/i? ккал/молъ, (5.20а)

(5.206)

A#f = —lO/i?! ккал/молъ,

АН? = -120,5 (1 + l/Kj) ктл/молъ,

AHf = 32 + 120,5//?! ккал/молъ.

Уравнения (5.19) и (5.20) совместны, если при обеих
температурах Кг->оо, т .е . если равновесие А ;=* В в
(5.9) полностью сдвинуто вправо. Это кажется совершенно
невероятным, если вспомнить, что тепловые эффекты та-
кого процесса должны иметь разные знаки и отличаться
примерно на 130 ккал/молъ (см. (5.19)). Итак, разбиение
реакции кислотной денатурации ферригемоглобина на две
стадии не может объяснить резких расхождений между ре-
зультатами калориметрических и равновесных измерений.
Возникают сомнения в безоговорочной применимости урав-
нения Вант-Гоффа к рассмотрению денатурации белков.

Вероятно, наиболее важным результатом проанализи-
рованных выше исследований является доказательство то-
го, что изменение температуры в физиологической области
приводит к значительным структурным перестройкам
молекулы, сопровождающимся изменением ее теплосодер-
жания. Об этом свидетельствует резкое изменение значе-
ния измеренного термохимически теплового эффекта реак-
ции в узком интервале температур от 15 до 25° С.

Прямое экспериментальное доказательство существо-
вания структурных перестроек глобулярных белков при
изменении температуры в физиологической области дали
калориметрические исследования тепловой денатурации.

Тепловая денатурация белков. Среди многочисленных
типов денатурации тепловая занимает особое место, по-
скольку для определения термодинамических парамет-
ров процесса измеряют зависимость степени превращения
от температуры, т. е. от того фактора, изменение которо-
го и приводит к исследуемому превращению. Это обстоя-
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тельство необходимо иметь в виду при обсуждении термо-
динамических аспектов тепловой денатурации белков. По-
жалуй, наиболее существенные результаты были достиг-
нуты при использовании микрокалориметрического метода
и при сравнении полученных данных с результатами рав-
новесных исследований. Ввиду важности этого вопроса

ниже будут подробно
рассмотрены две рабо-
ты по термодинамике
тепловой денатурации
глобулярных белков,
выполненные в двух ве-
дущих лабораториях
мира. Начнем с резуль-
татов изучения обрати-
мой тепловой денатура-
ции химотрипсиногена,
проведенного Джексо-
ном и Брандтсом [14].
Калориметрическое ис-
следование сводится к
измерению парциальной
теплоемкости ср белка
в зависимости от темпе-
ратуры. Типичная диф-

СР

А

Ср(Н am)

• г

б

Л

/ z
\
V

Ср (двн)

Т"

и

Н(ден)/)

Н(натп)

Г' Температура

Рис. 5.1. Типичные дифференциаль-
ные (А) и интегральные (Б) калори-
метрические кривые химотрипсино-
гена в области тепловой денатурации

(по [14]).

ференциальная калори-
метрическая кривая изо-
бражена на рис. 5.1, А.
На рис. 5.1, Б показана
интегральная форма той
же кривой; сплошная

линия на рис. 5.1, Б передает зависимость парциальной
энтальпии Н белка в растворе от температуры. Для натив-
ного химотрипсиногена ср (нат) равно 0,40кал-г~*-град'1

при 20° С и характеризуется сильной температурной за-
висимостью: повышение температуры на 1° увеличивает
ср на 0,7%. Это изменение теплоемкости с температурой
не вызвано изменением взаимодействия с растворителем,
а представляет собой свойство самой макромолекулы бел-
ка, так как сохраняется и для безводного химотрипсино-
гена. У безводного химотрипсиногена теплоемкость на
30% меньше, чем в растворе, но ее температурный коэффи-
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циент остается практически неизменным (0,6% вместо
0,7%). При приближении к температуре денатурации рост
ср с температурой ускоряется, теплоемкость проходит
через максимум и затем падает почти до исходной величи-
ны. Теплоемкость денатурированного химотрипсиногена
сР (ден) характеризуется значительно меньшим темпера-
турным коэффициентом, чем теплоемкость нативного бел-
ка. Авторы рассчитывают изменение энтальпии в резуль-
тате денатурации по формуле

Т" Т Т"

АЯГал (Т) = $ cvdT - \ Ср (нат) dT - \ ср (ден) dT, (5.21)
Г' Т' Т

т. е. приравнивают энтальпию перехода площади, ограни-
ченной абегда. Для проведения этой процедуры прихо-
дится экстраполировать величины Ср (нат) и ср (ден) в об-
ласть перехода, в результате чего возникает денатураци-
онный скачок теплоемкости дг (см. рис. 5.1, А). Такая
процедура не вполне однозначна. Мы увидим далее, что
другие авторы, экстраполируя ср (нат) для того же белка,
получили АсР = 0. Разделение всего температурного ин-
тервала на две области эквивалентно определению денату-
рации как перехода между двумя макроскопическими со-
стояниями — нативным и денатурированным. Нативное
состояние существует при всех температурах ниже нача-
ла «главного» денатурационного перехода (точка а на
рис. 5.1, А), определяемого как область сильного изме-
нения различных физических свойств, а денатурирован-
ное состояние существует при всех температурах выше
этого перехода. Температурная зависимость сР внутри
областей, соответствующих нативномуили денатурирован-
ному состояниям, трактуется как характеристика состоя-
ния, а не как его изменение, независимо от того, происхо-
дит ли изменение теплоемкости с температурой в резуль-
тате обычного термического возбуждения внутренних
степеней свободы макромолекулы или вследствие конформа-
ционных переходов, сопровождающихся поглощением теп-
ла или изменением взаимодействия белка с растворителем
(см. ниже § 5.6). При таком определении исходного и ко-
нечного состояний макромолекулы, между которыми про-
исходит денатурационный переход, энтальпии перехода,
измеряемые непосредственно калориметрически (по пло-
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щади абвгдапа рис. 5.1, А), должны не слишком отличать-
ся от вант-гоффовских равновесных значений Д£Гвгн;
последние находят по тому же графику зависимости конс-
танты равновесия К от температуры с использованием
формулы (5.6), причем К принимается равным отношению
соответствующих площадей под кривой рис. 5.1, А. Ре-
зультаты измерений Д-ffS и Д#вег Д л я денатурации хи-
мотрипсиногена при разных рН приведены в табл. 5.1.

Рассчитанные значения константы равновесия в вант-
гоффовских координатах (In К и ЦТ) не ложатся на пря-
мую, что, естественно, следует из неравенства нулю АсР.
Приведенные в таблице значения Д.Нвгн относятся к тем-
пературе, соответствующей максимуму ср на рис. 5.1, А.

Таблица 5.1

р Н

1,95
2,03
2,08
2,59
2,99
3,02

Т, "С

40,6
42,0
42,0
48,0
53,9
54,2

дНДен
к а л

ккал-моль~1

103
102
99

126
145
135

Ас,-,,

кал •моль~1-грав-'

4200
3300
3900
3200
2800
2800

ляда».
вгпкал моль-*

94
98
98

126
133
134

Как видно из табл. 5.1, имеется достаточно хорошее
совпадение между калориметрическими и равновесными
значениями Д//ден. Скачок Аср при температуре перехода
авторы объясняют конформационным изменением белка
(выходом гидрофобных групп на поверхность глобулы)
при денатурации, тогда как не менее существенные изме-
нения Ср (нат) в области низких температур не считаются
изменением состояния молекулы.

Полученное таким способом совпадение Д#кал и ДТ/вт*
авторы считают свидетельством в пользу одноступенчато-
го характера денатурационного процесса.

Пожалуй, наиболее интересным результатом проведен-
ных исследований является доказательство наличия су-
щественных изменений теплоемкости нативного белка в
физиологической области температур задолго до регист-
рации главного денатурационного процесса. Эти измене-
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ния Ср (обнаруженные, кстати, многими авторами у всех
изученных белков) наблюдаются в широких, температур-
ных интервалах и происходят весьма плавно: никаких
скачкообразных предденатурационных изменений ср ни-
когда не отмечается.

Тепловая денатурация химотрипсиногена (и некоторых
других белков) была изучена также калориметрически

70 Т. "С

Рис. 5.2. Калориметрические кривые химотрипсиногена при различ-
ных рН (по [15]).

Числа у кривых указывают значения рН.

Приваловым, Хечилашвили и Атанасовым [15]. Применя-
емая ими"методика исследованиями их экспериментальные
кривые практически не отличались от только что рас-
смотренных. Однако обрабатывали эти кривые авторы дру-
гим способом. На рис. 5.2 показаны типичные калоримет-
рические записи для нескольких значений рН. Парциаль-
ная, теплоемкость химотрипсиногена при 20° С оказалась
равной 0,4 кал-г^-град'1, как и в предыдущей работе.
Однако, по мнению Привалова с сотрудниками, ср (нат)
не меняется до 28° С, после чего повышается при всех ис-
следованных значениях рН. Авторы относят наблюда-
емые изменения теплоемкости к двум стадиям: предденату-
рационной и денатурационной. Разделение на две стадии
получают и в том случае, когда за изменениями белка еле-
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дят по температурным изменениям экстинкции е при 2820 А
(рис. 5.3). Точное разделение на стадии проводится так,
чтобы результаты спектрофотометрических измерений для
второй денатурационной стадии ложились (в вант-гоффов-
ских координатах) на одну прямую. Таким образом,

£20

1,0

0,5

20 30 50 60 Т,°С

Рис. 5.3. Зависимость экстинкции при 2820 А раствора химотри-
псиногена от температуры при разных значениях рН (по [15]).

постулируется независимость Л#вгн о т температуры (в от-
личие от предположения, сделанного в предыдущей рабо-
те). Авторы постулируют также, что теплоемкость меняет-
ся только в ходе первой, предденатурационной, стадии
(пунктир на рис. 5.2) и, следовательно, денатурационный
скачок теплоемкости в этом случае отсутствует. Рассчитан-
ные при таком предположении калориметрические значе-
ния энтальпии денатурации Л#кал весьма близки к рав-
новесным (табл. 5.2).

Таблица 5.2

рН

2,3
2,6
2,8
3,4
4,0
5,0

д н Д е н
ВГ '

ккал'моль-'-

75
100
105
132
143
145

д н д е н
кал

ккал-люль-'

78
102
110
130
140
148

о

ккал-моль~1

105
140
155
182
200
207
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Можно сделать и другое предположение о температур-
ном ходе истинной теплоемкости, например, считать, что
ср изменяется только при второй, денатурационной, стадии
процесса или на протяжении обеих стадий пропорцио-
лально поглощенному теплу. В последнем случае полу-
чают значения суммарной энтальпии процесса Д/7^ал, при-
веденные в четвертом столбце табл. 5.2. Вычитая из АД^ал

соответствующее значение Д/Тщ?, можно оценить тепло,
поглощенное в первой, предденатурационной, стадии (30—
60 ккал-молъ'1). Полученные значения недостаточно точ-
но совпадают с оценками теплового эффекта первой ста-
дии, сделанными в соответствии с уравнением Вант-Гоффа
по крутизне перехода. Конечно, оценки эти недостовер-
ны: первая и вторая стадии частично перекрываются, а
выделение денатурационной стадии постулированием неза-
висимости ее энтальпии от температуры вряд ли достаточ-
но обосновано. Тем не менее авторы считают возможным
принять, что изменение ср происходит только в предденату-
рационной стадии. Ввиду того, что на нее частично налага-
ется вторая стадия, авторам не удается выделить площадь,
соответствующую поглощенному теплу. На основании это-
го они приходят к несколько странному выводу о том, что
в предденатурационной стадии тепло вообще не поглоща-
ется и не выделяется, а происходит только изменение теп-
лоемкости. Вряд ли, однако, столь сильные изменения тем-
лоемкости с температурой могут обусловливаться только
термическим возбуждением внутримолекулярных степеней
свободы. Сами авторы полагают, что изменения теплоем-
кости в основном связаны с изменением числа контактов
гидрофобных групп белка с растворителем (напомним,
что именно таким способом Джексон и Брандтс объясняли
постулированный ими скачок сР при денатурации). Если
непредвзято отнестись к экспериментальным данным, то
можно'прийти к следующей картине процесса. При увели-
чении температуры (начиная с комнатной) наблюдаются
значительно большие изменения теплосодержания белка в
растворе, чем можно было бы ожидать, исходя из триви-
ального повышения теплоемкости за счет термического
возбуждения внутримолекулярных степеней свободы.
Начиная с некоторой области температур, изменения
энтальпии становятся более интенсивными, а затем снова



90 СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ БИОПОЛИМЕРОВ 1ГЛ. 5

замедляются. Изменения энтальпии системы в преддена-
турационной стадии по порядку величины сравнимы с
денатурационными изменениями.

Так или иначе, и те и другие изменения сопровождают-
ся изменениями структуры макромолекулы (что, в частно-1

сти, отражается и на ее взаимодействии с растворителем).
Может быть, предденатурационная стадия соответствует
конфигурационным изменениям, а денатурационная —
конформационным переходам (см. сноску на стр. 70).
В более поздних работах Привалов [16—19] вновь воз-
вращается к калориметрическим измерениям предденату-
рационных изменений и тепловой денатурации глобуляр-
ных белков и приводит соответствующие данные для
лизоцима, химотрипсина, химотрипсиногена, миоглобина,
цитохрома с и рибонуклеазы. По сравнению с рассмотрен-
ной выше работой [15] имеются некоторые незначитель-
ные изменения, относящиеся как к самим эксперименталь-
ным данным, так и к их трактовке . В средней точке
денатурации появляется скачок теплоемкости, как в работе
Джексона и Брандтса [14]. Линейное возрастание ср с тем-
пературой наблюдается, начиная с низших использован-
ных в работе температур (20° С). Автор считает, что изме-
нения, происходящие в белке при нагревании, можно раз-
делить на две качественно различные стадии: стадию ли-
нейного возрастания теплоемкости и стадию интенсивного
поглощения тепла. Изменение энтальпии во второй, де-
натурационной, стадии (как всегда, деление единой кри-
вой на части, соответствующие двум стадиям, вносит не-
который, хотя и незначительный, произвол в количе-
ственные оценки) практически совпадает во всех случаях
с равновесным значением, вычисленным . в соответствии
с уравнением Вант-Гоффа по форме калориметрической
кривой.

Рассматривая предденатурационную стадию, Прива-
лов приходит к важному выводу о том, что ее нельзя интер-
претировать как тривиальное изменение теплоемкости с
температурой. Исследуя изменения спектра поглощения в
предденатурационном и денатурационном интервалах тем-
ператур, автор обращает внимание на сущестовование чет-
ко выраженных изобестических точек в предденатураци-
онном интервале (от 20 до 65° G при рН 3,0). На основании
этого можно прийти к выводу о сосуществовании в данном
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^интервале температур двух конформационных состояний,
переходящих друг в друга. Однако не исключена и воз-
можность ряда последовательных переходов. Действи-
тельно, не каждый конформациошшй переход должен обя-
зательно приводить"к изменению спектра поглощения гема.

С первого взгляда может показаться, что существует
принципиальное расхождение'между рассмотренными вы-
ше данными по кислотной и тепловой денатурации белков.
Мы видели, что при кислотной денатурации ферригемогло-
бина калориметрический и равновесный (вант-гоффовский)
тепловые эффекты процесса резко отличались друг от дру-
га. В то же время для тепловой денатурации удается полу-
чить вполне удовлетворительное согласие между калори-
метрическими и равновесными значениями энтальпии
процесса путем незначительной «подгонки» (более или ме-
нее произвольного разделения на стадии или произволь-
ной экстраполяции изменений ср (нат) в область денатура-
ционного перехода). Однако это расхождение результатов
двух типов экспериментов вполне понятно. Мы видели,
что в случае кислотной денатурации не выполняется тер-
модинамическое условие (5.3) и уравнение Вант-Гоффа
неприменимо. Нарушение условия (5.3) связано в свою
очередь с тем, что с изменением температуры происходит
постепенная структурная перестройка макромолекулы,
меняется ее энтальпия, т. е., по существу, проходит хими-
ческое превращение, характеризующееся определенными
значениями АН и'А5, не "связанными между собой соотно-
шением (5.3). Поэтому, если исследовать кислотную дена-
турацию при разных температурах, то в результирующую
зависимость измеряемого теплового эффекта от темпера-
туры внесет вклад не только разница теплоемкостей натив-
ного и денатурированного белка (если она есть), но и из-
менение теплосодержания нативного белка (и, возможно,
пути денатурациониого процесса) за счет его структурной
перестройки с температурой. В результате суммарный теп-
ловой эффект кислотной денатурации будет зависеть от тем-
пературы, не подчиняясь соотношению (5.3), уравнение
Вант-Гоффа не будет выполняться, и равновесные измере-
ния АН и AS теряют смысл.

Мы увидим далее, к каким, ошибкам может привести
в этом случае подстановка экспериментальных данных
в уравнение Вант-Гоффа.
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Вместе с тем, если температура используется не толь-
ко для построения вант-гоффовской анаморфозы, но явля-
ется параметром, изменение которого и вызывает изуча-
емый процесс, ситуация становится совершенно другой.
В этом случае (тепловая денатурация) при изменении тем-
пературы происходит само превращение, а начальные ус-
ловия выбираются одинаковыми для калориметрического
и равновесного измерений. Выбор той области изменений
параметра, которую следует считать соответствующей
изучаемому переходу, и производится в значительной ме-
ре так, чтобы выполнялось соотношение (5.3). Поэтому
всегда возможно выделение той части перехода, для кото-
рой совпадают калориметрические и равновесные изме-
рения, при условии, что весь переход происходит доста-
точно симметрично относительно температуры. Если тем
или иным способом относить все изменения исходного и
конечного состояний, не позволяющие сопоставлять кало-
риметрические и равновесные данные, к собственным ха-
рактеристикам этих макроскопических состояний, было
бы странно, если бы не удалось подобрать часть превраще-
ния, для которой такое сопоставление можно провести (см.
также § 5.6).

Как уже отмечалось, главным результатом калоримет-
рических исследований тепловой денатурации глобуляр-
ных белков следует считать твердое установление посте-
пенных предденатурационных изменений в широкой об-
ласти физиологических температур. Следует отметить, что
калориметрические данные свидетельствуют о монотон-
ности во всех изученных белках изменения термодинами-
ческих параметров в широком температурном интервале.

К выводу о заметных структурных перестройках бел-
ков при сравнительно низких температурах можно прийти
в результате анализа многочисленных экспериментов, вы-
полненных самыми различными методами. Соответствую-
щие данные и литературные ссылки можно найти, напри-
мер, в широко известных монографиях [20, 21]. Следует
отметить, что большое число примеров относится к резкому
изменению активационных параметров ферментативных
реакций в узком интервале температур (изломы на арре-
ниусовских анаморфозах). Эти результаты будут более
подробно рассмотрены далее. В монографии [20] приведены
также данные по изменению других физических характе-
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ристик (степень поляризации флуоресценции, константа
скорости затухания фотохемилюминесценции, квантовый
выход фотоинактивации, положение максимума в спектре
флуоресценции) белков в интервале температур 10—40° С.
Наблюдаемые кривые в участках перехода, как правило,
весьма пологи, и говорить о совпадении точек перехода
при исследовании одного белка разными методами можно
только с большой натяжкой. Однако сомнений в том, что
в изученном интервале температур в белковых макромоле-
кулах происходят какие-то структурные перестройки,
возникнуть не может.

Калориметрические исследования процессов денатура-
ции белков [22—24] также показали сильные изменения
истинного теплового эффекта с температурой, которые
можно трактовать как свидетельство о существенных теп-
ловых перестройках макромолекул и вне денатурацион-
ной области.

О кинетике денатурационных процессов. Измерению
кинетических параметров денатурации белков посвящено
огромное количество работ. Для обработки результатов
кинетических исследований (как и всегда при изучении
скоростей биохимических процессов) почти все авторы
этих работ прибегают к уравнению Аррениуса

к = А ехр ( - AEJRT) (5.22)

и основному уравнению теории активированного комплек-
са (теории Эйринга — Поляни)

к = (kTlh) ехр (ASJR) ехр ( - AEJRT), (5.23)

где к — константа скорости реакции, АЕа — энергия или
энтальпия активации *), ASa — энтропия активации,
к — постоянная Больцмана, h — постоянная Планка,
R — газовая постоянная.

Предполагая, что температурная зависимость констан-
ты скорости практически полностью обусловлена экспо-
ненциальным сомножителем в (5.22), находят 'АЕа и А,
а̂  затем'из (5.23) вычисляют ASa-

*) Некоторые авторы делают различие между энергией АЕа

и энтальпией Д # а активации, полагая АНа = АЕ^ — RT. Вели-
чина Д|УО в (5.23) увеличивается на R. Можно показать, что это раз-
личие основано на недоразумении (см. § 5.3).
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Таким образом, основными параметрами, по величине
которых судят о механизме и кинетических особенностях
денатурационного процесса (а также многих других био-
химических процессов); оказываются АЕа и AiSa. Полу-
чая большие положительные' значения ASa, говорят о «хао-
тизации» системы в активированном состоянии, оценивают
относительную роль энергетических и энтропийных фак-
торов в протекании процесса и т. д.

Следует четко понимать, что применение уравнений
типа (5.22) и (5.23) основано на представлении о существо-
вании активированного состояния, находящегося в равно-
весии с исходным. Величина АЕа должна иметь смысл
теплового эффекта реакции перехода системы из исходного
в активированное состояние. Мы видели уже, что при опре-
делении тепловых эффектов денатурационных процессов
из равновесных измерений с использованием уравнения
Вант-Гоффа (в этом смысле полностью идентичного урав-
нению Аррениуса (5.22)) могут получаться величины, не
имеющие ничего общего с истинными. Однако, когда
речь идет о термодинамических параметрах, всегда воз-
можно непосредственное калориметрическое измерение
интересующих нас тепловых эффектов. Для кинетических
активационных параметров такой возможности нет, что
заставляет относится с осторожностью к полученным по
Аррениусу значениям и к физическому смыслу этих
параметров. Рассмотрение имеющихся литературных дан-
ных усиливает нашу подозрительность. Приведем лишь
один пример.

Окунуки [25] провел кинетическое исследование дена-
турации кристаллической a-амилазы из Bacillus subtilis
под действием различных денатурирующих агентов. Ме-
рой степени денатурации служила скорость ферментатив-
ного гидролиза белка протеиназой, выделенной из той же
культуры (денатурация приводит к ускорению протеино-
лиза). Кинетические кривые денатурации хорошо описы-
вались уравнениями для реакции первого порядка. Тем-
пературная зависимость констант скоростей подчинялась
уравнению Аррениуса. Результаты приведены в табл. 5.3
(значения к и AFa относятся к 50° С; рН равнялось 8,0,
а при денатурации кислотой 4,5).

Как мы видим, при разных способах денатурации ре-
ально наблюдаемая скорость процесса меняется не более
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Таблица 5.3

Денатурирующий агент

6Л/ мочевина
То же + 0,0571/ СаС12

Тепло
То же + 0,05М СаС12

Кислота
То же + 0.05М СаС12

к,
сеп~1

1,73-10~4

3,95-Ю-5

1,12-10-*
4,18-10-'
7,07-Ю-4

5,10-Ю-6

ккал-моль-1

24,6
25,5
26,4
28,4
23,7
25,4

ккалмоль'1

32,8
32,8
67,6
67,6
39,5
39,5

ASa-
9. е.

25,4
22,4

127,5
121,5
49,5
43,7

чем на 3 порядка, что соответствует изменению однозначно
связанной с константой скорости величины AFa (свобод-
ной энергии активации) не более чем на 4,7 ккал/молъ.
Вместе с тем вычисляемые с помощью уравнений (5.22),
(5.23) величины АНа и ASa меняются на 34,8 ккал/молъ и
105,1 э. е. соответственно, что отвечает изменению экспо-
ненциального и предэкспоненциального сомножителей
в уравнении (5.22) на 24 порядка. Колоссальная величина
этих изменений, которую нельзя проверить никакими
прямыми методами измерения, весьма подозрительна.

В ряде работ были измерены скорости конформацион-
ных изменений, сопровождающих ренатурацию белков
после внезапного прекращения действия агента, вызвав-
шего денатурацию. Эти внутримолекулярные превраще-
ния оказались довольно медленными. Так, например, за
конформационными изменениями кислотно денатуриро-
ванной стафилококковой нуклеазы, вызванными вне-
запным доведением рН до нейтральных значений, следили
по изменению интенсивности триптофановой флуорес-
ценции [26]. Конформационные изменения протекают в
две последовательные стадии: быстрая с Хщ « 0,055 сек,
не зависящая от температуры, и медленная, ускоряющая-
ся при повышении температуры (ху, уменьшается от 0,60
до 0,15 сек при повышении температурьгот 13 до 38° С).
По-видимому, в результате первой стадии белок переходит
не в исходное, а в другое, кинетически более доступное
состояние, затем медленно релаксирующее к исходному.

Для ряда ферментов, за ренатурацией которых сле-
дили оптическими методами, а также по восстановлению
ферментативной активности, Тейпель и Кошланд [27, 28]
обнаружили еще более медленные процессы (первая
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стадия, сопровождавшаяся существенными структурными
изменениями, длилась 1 мин, а вторая стадия, при которой
происходило восстановление активности, но структурные
изменения были незначительны, требовала на два порядка
больше времени).

§ 5.3. О РЕАЛЬНОСТИ РАЗЛИЧИЙ МЕЖДУ ЭНЕРГИЕЙ
И ЭНТАЛЬПИЕЙ АКТИВАЦИИ

Во многих монографиях и обзорах, излагающих тео-
рию абсолютных скоростей реакций (см., например, [29,
30]), выводится формула, в которую превращается урав-
нение Эйринга — Поляни при замене энтальпии актива-
ции А-fTa, фигурирующей в теории, на так называемую
«экспериментальную» энергию активации А^эксп, опре-
деляемую по Аррениусу. Оказывается, что в этом случае
вместо

( £ ) ( £ ) <5-24>
следует писать*)

( ^ ) ( ^ И • ,5.25,

Повторим вывод (5.25), содержащийся в цитированных
работах. Экспериментальная энергия активации опреде-
ляется по температурной зависимости константы скорости
реакции с помощью эмпирического уравнения Аррениуса

(5.26)

ВТ*

Вместе с тем из (5.24) следует, что
А н а

3т~ = Г
*) Иногда указывают, что (5.25) справедливо лишь для моно-

молекулярных газовых реакций и для всех реакций в конденсиро-
ванной фазе, где образование активированного комплекса не соп-
ровождается изменением удельного объема. В других случаях вмес-
то множителя в могут стоять е2, е3 и т. д. Мы ограничимся здесь рас-
смотрением наиболее простого случая, т. е. (5.25).
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Сопоставляя (5.27) и (5.28), находим

АЯа = ДЕЭКСП - RT. (5.29)

Подставляя (5.29) в (5.24), получаем (5.25).
Попробуем выяснить смысл отдельных этапов вывода.

В теоретическом уравнении (5.24) АНа и ASa — постоян-
ные*) величины, значения которых для конкретной систе-
мы можно в принципе вычислить. В эмпирическом уравне-
нии (5.26) А и Д-Бэксп считаются постоянными. Ясно, что
ни при каких значениях постоянных АНа, ASa,A и Д^эксп
кривые, описываемые уравнениями (5.24) и (5.26), совпасть
не могут. Приравнивание друг к другу уравнений (5.27)
и (5.28) имеет следующий очевидный смысл. Для данных
значений двух независимых величин ДЕэксп и АНа нахо-
дят температуру, при которой одинаковы наклоны графи-
ков (5.24) и (5.26), построенных в координатах lg к и ЦТ.

Таким образом, (5.29) есть уравнение для нахождения
температуры, при которой логарифмические анаморфозы
кривых (5.24) и (5.26) имеют одинаковый наклон.

Подстановка (5.29) в (5.24) с Г в качестве переменной
величины лишена физического смысла.

Когда экспериментатор обрабатывает результаты кине-
тических исследований с помощью теории активирован-
ного комплекса (т. е. вычисляет AiS )̂, подставляя в (5.24)
Д^экеп вместо АНа, он молчаливо предполагает, что ак-
тивационный барьер равен энтальпии процесса превраще-
ния исходных продуктов в активированный комплекс, а
температурная зависимость предэкспоненциального мно-
жителя не проявляется из-за узости температурного интер-
вала и разброса экспериментальных данных. Другого
смысла использование аррениусовской энергии активации
в формулах теории активированного комплекса не имеет.

§ 5.4. НЕКОТОРЫЕ РЕАКЦИИ С УЧАСТИЕМ БЕЛКОВ

В последние годы появились надежные калориметриче-
ские данные, относящиеся к образованию комплексов гло-
булярных белков с низкомолекулярными соединениями и
другими белками и также свидетельствующие о структур-

*) Или зависящие от температуры, но связанные соотношением
(5.3). Никаких принципиальных изменений в последующие рассуж-
дения это не вносит.

4 Л. А. Елюменфольд
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ных изменениях в области низких температур. Рассмотрим
несколько примеров.

Адаме и Вейсс [31] провели калориметрическое иссле-
дование реакции между гемоглобином и гаптоглобином —
глобулярнымj,белком (молекулярный вес 85 000), по-
вышающим ̂ пероксидазную активность гемоглобина. Эн-
тальпии комплексообразования АН при температурах 4,
20 и 37° С оказались равными + 7,2, — 29,7 и
— 70,2 ккал/моль соответственно*). Величина наблюдае-
мого эффекта соответствует тем температурным зависимо-
стям, которые регистрируются при денатурации белков,
но знак эффекта противоположен — при понижении тем-
пературы энтальпия превращения становится положитель-
ной. Авторы объясняют этот результат, как и в случае
денатурации, различием между теплоемкостями началь-
ного и конечного состояний, обусловленным изменением
числа контактов между гидрофобными группами и раство-
рителем. Для объяснения другого знака эффекта им при-
ходится предположить, что в ассоциате гидрофобные груп-
пы еще глубже запрятаны в глобулу, т. е. в этом отноше-
нии ассоциат более нативен, чем исходные макромолекулы.

Еще в 1966 г. Кларк [33] определил температурную за-
висимость константы равновесия этой реакции по тушению
флуоресценции при титровании гаптоглобина гемоглоби-
ном. В интервале от 5 до 30° С константа равновесия прак-
тически не зависела от температуры. Таким образом, при-
менение уравнения Вант-Гоффа дает для этой реакции
АН = 0 ± 2 ккал/моль, т. е. величину, не имеющую ниче-
го общего с истинной, калориметрически измеренной эн-
гальпией реакции.

Имеется ряд работ, посвященных калориметрии
процесса связывания ингибиторов с некоторыми глобуляр-
ными белками-ферментами. Шао и Стюртевант [34] изме-
рили тепловые эффекты связывания индола, N-ацетил-
d-триптофана и профлавина с а-химотрипсином и получи-
ли при рН 7,8 и температуре 25° С соответственно — 25,2;
— 19,0 и — 11,3 ккал/моль. В то же время константа рав-
новесия реакции 1М-ацетил-с1-триптофана с а-химотрип-
сином при рН 7,9 и 5е С [35] практически совпадает с ее

*) Недавно эти измерения были повторены [32]. Реакция ока-
залась более сложной, чем это предполагали Адаме и Вейсс, но ос-
новные количественные результаты остались теми же.
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константой равновесия при рН 7,9 и 25° С [36], что дает,
по Вант-Гоффу, нулевую энтальпию превращения. Вместе
с тем Япель [37] измерил температурную зависимость
констант равновесия реакции индола и N-ацетил-й-
триптофана с а-химотрипсином при рН 8,0 и получил, по
Вант-Гоффу, для АН значения — 22,6 и 9,8 ккал/молъ
соответственно. Таким образом, равновесные измерения
различных авторов с использованием уравнения Вант-
Гоффа и в данном случае дают неправильные и не совпа-
дающие между собой результаты. Шао и Стюртевант при-
ходят к выводу о том, что значительная часть тепловых
эффектов, регистрируемых калориметрически при связы-
вании ингибиторов с химотрипсином, обусловлена кон-
формационными изменениями белка.

Этот вывод подтверждается систематическими исследо-
ваниями термодинамических параметров взаимодействия
ингибиторов с а-химотрипсином, проведенными Шао в ши-
роком диапазоне условий [38]. Во всех случаях зарегист-
рированы конформационные изменения белка в результате
связывания ингибитора, причем эти изменения тем силь-
нее, чем больше ферментативная активность (при рН 7,8
наблюдаются значительно более существенные конформа-
ционные изменения, чем при рН 5,6). Присоединение ин-
гибитора сопровождается изменением числа протонов,
связанных с белком, что может рассматриваться как до-
полнительное свидетельство в пользу конформационных
изменений. Это освобождение протонов сильно зависит
от температуры и даже переходит в их поглощение при
25° С.

Аналогичные эффекты были найдены Гинцем, Шао и
Стюртевантом [39] при калориметрическом изучении
связывания ингибитора гекситол-1,6-дифосфата с фермен-
том альдолазой. Рассмотрим эту работу более подробно.
При связывании ингибитора увеличивается протонизация
белка (число протонов, связанных одной молекулой белка,
возрастает при всех исследованных температурах на 1,4 ±
± 0,2 в результате образования комплекса с ингибитором
при насыщающих концентрациях последнего). Авторы
ввели поправку на теплоту, необходимую для извлечения
этих протонов из буфера, и определили энтропию связы-
вания АНЬ ингибитора при его насыщающих концентра-
циях, когда каждая молекула белка в среднем связы-
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вает 2,7 молекулы ингибитора. Измерения показали
сильную линейную зависимость АНЪ от температуры
(табл. 5.4).

Таблица 5.4
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Авторы, как обычно, объясняют эту зависимость из-
менением теплоемкости белка при связывании ингибитора
и находят Аср = —410 кал-град~1 на моль связанного
ингибитора. Далее производится следующая измеритель-
ная и расчетная процедура. С помощью калориметриче-
ского титрования определяют константу равновесия свя-
зывания ингибитора I ферментом Е при 25° С:

к. IE]

Затем по формуле

AGl = —RTlnKb

(5.30)

(5.31)

находят стандартную свободную энергию связывания
при 25° С. Потом с помощью уравнения Гиббса — Гельм-
гольца

где
Д#ь —

. ,5.32,

328,9 ккал/молъ, (5.33)

вычисляют значения AGl при других температурах. По-
сле этого с помощью стандартного термодинамического
соотношения

J,
(5.34)
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рассчитывают величины ASl при разных температурах.
Величины AGl, ASl и вычисленные по уравнению (5.31)
величины Къ также приведены в табл. 5.4. Рассмотрим
подробнее процедуру и результаты этого расчета. Итак,
прямой эксперимент показал, что тепловой эффект свя-
зывания низкомолекулярного ингибитора сТбелком силь-
но зависит от температуры. В расчете принимается, что
вся эта зависимость обу-
словлена существовани-
ем постоянной разности
Аср теплоемкостей ис-
ходного состояния (2,7
молекулы свободного
ингибитора+свободный
белок) и конечного со-
стояния (комплекс). Та-
ким образом, на этой
стадии расчета постули-
руется, что Аср не зави-
сит от температуры и

лн'ь<

КОМПМ

I

О 301 Т°К

Рис. 5.4. К нахождению величины
Д # ,

ь-

связыванием ингиби-

все структурные пере-
стройки, происходящие
в системе, обусловлены только
тора. Экстраполированное к абсолютному нулю темпе-
ратуры значение энтальпии перехода АНь оказывается
неправдоподобно большим. Процедуру нахождения этой
величины иллюстрирует рис. 5.4, на котором представ-
лена постулированная зависимость от температуры тепло-
содержаний исходных (НСВоб) и конечных (НКОипл) продук-
тов реакций. Следует отметить, что абсолютный наклон
прямых Н (Т) произволен. Эксперимент и расчет фик-
сируют только Аср, т. е. угол между двумя прямыми.

Для нахождения AS'l можно было бы обойтись и без
уравнения (5.32). Если единственной причиной темпера-
турной зависимости энтальпии превращения является по-
стоянная разность АсР, то, определив из уравнений (5.30),
(5.31) и (5.34) значение ASl при 25° С (при которой была экс-
периментально определена константа равновесия), можно,
воспользовавшись формулой (5.8), сразу найти ASl для
любой другой температуры:

TA. (5.35)AS°b

w — ASl{2) = Ac P ln
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Естественно, результаты были бы теми же. Таким образом,
в основу расчета положены два постулата: выполнение ус-
ловия (5.3) и независимость АсР от температуры. Учиты-
вая все сказанное выше о практически всегда обнаружи-
ваемых перестройках глобулярных белков при физиологи-
ческих температурах, следует отметить, что выполнение
обоих постулатов представляется весьма сомнительным.
С помощью этих расчетов авторы получают значения кон-
стант равновесия для комплексообразования при разных
температурах (см. табл. 5.4). Естественно, найденные зна-
чения не ложатся на прямую в координатах lg Кь и ЦТ и,
более того, Кь имеет максимум при 25° С (т. е. при той
единственной температуре, при которой эта величина была
действительно измерена). Было бы интересно получить
непосредственно значения Кь и при остальных тем-
пературах.

Эта работа была столь подробно рассмотрена лишь в
качестве примера. Аналогичные результаты были получе-
ны и при изучении других систем, например, при образо-
вании комплекса между коферментом никотинамидаде-
ниндинуклеотидом (НАД) и ферментом глицеральдегид-
3-фосфатдегидрогеназой [40]. Обработка полученных
данных была проведена с помощью той же процедуры,
что и в рассмотренной выше работе (равновесные измере-
ния проведены путем регистрации тушения триптофановой
флуоресценции белка при комплексообразованииУ. за
тем исключением, что величина Кь непосредственно из-
мерялась при тех же температурах. Были получены сле-
дующие значения:

2\°К 278,2 298,2 313,2

К^молъ'1 6,55-105 2,36-1С5 1,05 -105

Прямые калориметрические измерения дали при этих
температурах приведенные ниже величины АНЪ (в ккал
на 1 моль связанного НАД).

Т,°К 278 208 313

АН,, — 1,9 - 1 2 , 4 - 2 0 , 1

ASl +19,9 - 1 6 , 8 -41,6

Значения AS0 были рассчитаны с помощью тех же рав-
новесных1 формул, что и в предыдущей работе, т.е. в пред-
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положении о выполнении обоих сформулированных выше
постулатов и, следовательно, о применимости уравнения
Вант-Гоффа.

Вместе с тем расчет по уравнению Вант-Гоффа на ос-
нове данных о Кь дает для всего изученного интервала
температур АНЬ = —9,0 ± 1 , 0 ккал на 1 моль НАД,
что резко отличается от истинных калориметрических
значений АНЬ (и от АНъ, вычисляемого по уравнению
(5.33) и равного 143,08 ккал на 1 моль НАД). Это расхож-
дение заставляет серьезно сомневаться в выполнении по-
стулатов, на которых основано применение равновесных
методов и проводимых авторами расчетов.

То обстоятельство, что любые локальные микрохими-
ческие изменения белковой макромолекулы (присоединение
низкомолекулярного лиганда, окисление или восста-
новление иона переходного металла в активном центре
и т. п.) способны приводить к существенным конформа-
ционным или конфигурационным перестройкам биополи-
мера, можно считать в настоящее время твердо уста-
новленным. Об этом косвенно свидетельствуют много-
численные работы но влиянию таких локальных изменений
на физические характеристики (дисперсия оптического
вращения, вязкость, растворимость, седиментационные
константы и т. п.), на устойчивость к действию протео-
литических ферментов и денатурирующих агентов. Нет
возможности привести все литературные ссылки (см., на-
пример, [25, 41—42]). За последние годы были получе-
ны более^прямые доказательства эффектов этого типа бла-
годаря широкому применению методов флуоресцентных
и спиновых меток и парамагнитного зонда. Было, в част-
ности, твердо установлено, что присоединение субстрата
к активному центру фермента может существенно изменить
окружение метки, присоединенной в другом месте белко-
вой глобулы (см., например, [43]).

В работе [44] получены весьма красивые результаты по
конформационным переходам, индуцируемым присоеди-
нением ингибиторов (мономера, димера и тримера N-
ацетилглюкозамина) к лизоциму. Исследование прове-
дено методом протонного магнитного резонанса (ПМР)
с высоким разрешением на частоте 270 Мгц. На этой
частоте удается разрешить и идентифицировать сигналы
ПМР алифатических и ароматических протонов отдельных
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аминокислотных остатков. Анализ положений и ширин
сигналов ПМР показал, что присоединение ингибитора
сопровождается существенными смещениями аминокислот-
ных остатков, локализованных в разных участках поли-
пептидной цепочки. Присоединение ингибитора не только
меняет конформацию молекулы лизоцима, но и меняет
ее конформационную подвижность: частота спонтанных об-
щих и локальных конформационных перестроек белка после
присоединения ингибитора уменьшается. Кстати, скорости
мономолекулярных конформационных переходов, сле-
дующих за бимолекулярной реакцией присоединения инги-
битора, значительно ниже скорости последней. Эти пере-
стройки длятся единицы и десятки миллисекунд. Поэтому
за время одного конформационного превращения макро-
молекула должна испытывать множество элементарных
актов присоединения и отщепления низкомолекулярного
ингибитора. Мы еще вернемся ниже к этой особенности
реакций с участием белков.

Недавно появилось несколько замечательных исследо-
ваний, в которых структурные изменения были непосред-
ственно зарегистрированы прямым рентгеноструктурным
анализом. Речь идет о работах Перутца по структурным
изменениям гемоглобина при присоединении кислорода
к железу гема и о работах Диккерсона и др. о структур-
ных изменениях, сопровождающих окисление и восста-
новление железа в геме цитохрома с.

Оксигенация гемоглобина. Изменения геометрии моле-
кулы гемоглобина и электронной структуры ее железо-
порфириновых активных центров (гемов), сопровождаю-
щие присоединение молекулярного кислорода к атомам
железа гемов (оксигенацию), уже много десятков лет при-
влекали внимание исследователей. Эти изменения имеют
прямое отношение к функционированию гемоглобина,
к его способности переносить большие количества моле-
кулярного кислорода при данной разнице парциальных
давлений О2 между альвеолами легких и тканевыми ка-
пиллярами. Действительно, как мы увидим далее, именно
специфические конформационные изменения белка при
оксигенации приводят к кооперативности процесса свя-
зывания кислорода и к специфической S-образной форме
кривой диссоциации, что обеспечивает значительно боль-
шее количество переносимого гемоглобином кислорода,



§ 5.4] НЕКОТОРЫЕ РЕАКЦИИ С УЧАСТИЕМ БЕЛКОВ 105

н ь о

чем то, которое могло бы быть перенесено при классиче-
ской ленгмюровской кривой диссоциации (рис. 5.5)*
Поэтому исследование строения и динамических характери-
стик гемоглобина связано с решением едва ли не важней-
шей научной проблемы нашего времени: выяснением меха-
низма целесообразного поведения биологических систем на
молекулярном уровне. Обзор истории вопроса и различных
аспектов теоретических
и экспериментальных
исследований гемогло-
бина можно найти в ря-
де статей и монографий
(см., например, [45,
46]). В 1970 г. появи-
лись две статьи Перут-
ца, основанные на собст-
венных рентгенострук-
турных работах и на
некоторых литератур-
ных данных, где в об-
щих чертах выяснены
основные этапы измене-
ния геометрии молеку-
лы гемоглобина, следующие за актами присоединения кис-
лорода к четырем гемам в четырех субъединицах этого
сложного белка [47, 48].

Ниже излагаются главные выводы, к которым пришел
Перутц.

Молекула дезоксигемоглобина отличается от молеку-
лы оксигемоглобина как третичной структурой всех четы-
рех субъединиц, так и четвертичной структурой, т. е.
способом упаковки двух а- и двух р-субъединиц в единую
глобулу. Оксигенация начинается с црисоединения моле-
кулы О2 к железу одной из ос-субъединиц (точная после-
довательность оксигенации отдельных единиц гема неиз-
вестна и не так уж важна для понимания сути дела).
В с$-субъединицах полость между спиральными участками,
в которой помещается кольцо гема, достаточно широка, и
молекула кислорода может присоединиться к железу гема
практически безактивационно. В результате образо-
вания связи кислород — железо последнее переходит из
высокоспинового состояния с координационным числом

Рис. 5.5. Гиперболическая (1) HS-O6-
кривые оксигенации гемо-

глобина.
разная
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5 в гексакоординированное низкоспиновое состояние. При
этом атом железа, находившийся на расстоянии 0,75 А
от плоскости норфиринового кольца, смещается и в окси-
гемоглобине уже располагается в этой плоскости. Одно-
временно образуется более прочная связь с атомом азота
соседнего гистидинового остатка, расстояние которого
от плоскости порфиринового кольца уменьшается на
0,75—0,95 А *) . Эти смещения «запускают» дальнейшие
конформационные превращения третичной и четвертичной
структуры молекулы, которые были детально рассмотрены
Перутцом. Происходящие конформационные превраще-
ния приводят к тому, что один из спиральных участков
пептидной цепи перемещается к центру глобулы и вытал-
кивает тирозиновый остаток из полости, где он ранее на-
ходился. При этом рвутся два солевых мостика между
а г и а2-субъединицами. Та же процедура происходит пос-
ле оксигенации а2-субъединицы, причем рвутся еще два
солевых мостика. Разрыв мостиков сопровождается диссо-
циацией протонов (эффект Бора). Таким образом, после
оксигенации двух а-субъединиц четыре из шести солевых
мостиков, определяющих четвертичную структуру дезок-
сигемоглобина, оказываются разорванными, что облег-
чает разрыв остальных двух мостиков (аф2 и a2Pi). Тетра-
мер принимает оксиконфигурацию, причем разрываются
солевые мостики, связывавшие Р-субъединицы с находив-
шейся между ними молекулой 2,3-дифосфоглицерата, ко-
торая теперь освобождается. Таким образом, на этой
стадии макромолекула имеет смешанную форму: четвер-
тичная структура уже приняла оксиформу, а третичная
структура (3-субъединиц еще осталась прежней, но теперь
уже напряженной. Это обстоятельство и приводит факти-
чески к облегчению*присоединения следующих молекул
кислорода, т. е. к кооперативное™ эффекта и к S-образ-
ности кривой диссоциации (конечно, если бы мы начали
с оксигенации р-субъединиц, результат был бы тот же).

•) Измерение расстояния между гистидином и норфириновым
кольцом при оксигенацип гемоглобина было впервые предсказано
еще в 1952 г. [45, 491 на основе косвенных данных и существовавшей
в то время модели. В 1966 г. Хорд [501 предсказал, что в результате
оксигенации должно происходить смещение атома железа относи-
тельно порфиринового кольца.
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Затем молекулы кислорода присоединяются к атомам
железа |3-субъединиц. Здесь происходят те же события,
вызывающие изменение третичной структуры белковых
глобул (смещение атомов железа в плоскость порфирино-
вых колец, уменьшение расстояния между последними и
гистидиновыми остатками, перемещение некоторых спи-
ралей и освобождение тирозиновых остатков из соответ-
ствующих полостей). Единственное отличие заключается
в том, что в р-субъединицах полости гема недостаточно
широки для беспрепятственного вхождения кислорода, и
для осуществления первой стадии процесса необходимо
наступление подходящей тепловой флуктуации структуры,
и, следовательно, первая стадия не может быть безак-
тивационной.

Трудно переоценить значение этих исследований Пе-
рутца, изложенных здесь весьма конспективно. Я на-
стоятельно рекомендую читателю прочесть его статьи в
оригинале. Прослеживание безупречной логики автора,
разбор прекрасно оставленных структурных схем достав-
ляют истинное эстетическое наслаждение (см. также
[51-53]).

Весьма интересен вопрос о кинетике описанных выше
конформационных изменений. Для его решения можно
воспользоваться тем обстоятельством, что при облучении
окси- или карбоксигемоглобина светом видимой области
спектра происходит диссоциация молекул О2 или СО.
Начальные стадии перехода НЬО2 -*- НЬ были прослеже-
ны в работе [54]. Мощная лазерная вспышка приводила
к практически мгновенной диссоциации всего кислорода
(в случае оксигемоглобина) или всей окиси углерода (в
случае карбоксигемоглобина). Основные изменения опти-
ческой плотности, возникающие в результате диссоциа-
ции, заканчиваются быстрее, чем за 10~а сек (временное
разрешение прибора). Однако по своим спектральным
характеристикам восстановленный гемоглобин, образо-
вавшийся в результате отщепления Оа (или СО) за время,
меньшее 1CTJ сек (после вспышки), слегка отличается от
обычного равновесного гемоглобина: изменения оптиче-
ской плотности слишком велики. Превращение в «истин-
ный» спектр гемоглобина требует времени порядка
10~7 сек, после чего спектр уже не меняется. Это не озна-
чает, однако, что через 10~7 сек закончились все измене-
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ния гемоглобина после «мгновенного» отщепления лиган-
да (О2 или СО). Проведя опыты с фотодиссоциацией кар-
боксигемоглобина при рН 9,0, Гиббсон [55] установил,
что гемоглобин, образовавшийся через 2-10~5 сек после
вспышки, значительно быстрее (на порядок) присоединяет
кислород, чем обычный гемоглобин. Кинетика перехода
«быстрого» гемоглобина в «нормальный» удовлетворяет
уравнению первого порядка с константой скорости около
200 сек*1, т. е. переход длится несколько миллисекунд.
Переход этот не сопровождается спектральными изме-
нениями в видимой области. Можно думать, что быстрые
изменения после вспышки, сопутствующие диссоциации
лиганда, происходят только в самой простетической груп-
пе и ее непосредственном окружении. Гем становится
восстановленным, а конформация всей остальной макромо-
лекулы остается «оксигенированной», так как соответ-
ствующий конформационный переход требует значитель-
но больше времени, чем изменение электронной структуры
тема. К сожалению, при нейтральных рН эти результаты
воспроизвести не удалось.

Различие равновесных конформационных состояний
макромолекулы, соответствующих различным состояниям
активного центра, проявляется не только в структурном
отношении, но и в изменении кинетических характеристик
этих состояний, в частности в их лабильности, способности
к спонтанным флуктуациям структуры. Как было показа-
но еще в 1966 г. [56, 57], именно такие «конформационные
колебания» (периодические обратимые изменения струк-
туры), как правило, определяют скорость изотопного об-
мена атомов водорода в белках. Энглендер и Ролф [58]
показали недавно, что при оксигенации структура гемо-
глобина заметно лабилизуется и новые большие сегменты
макромолекулы, содержащие около 30 атомов водорода,
начинают принимать активное участие в спонтанных
«дыхательных» движениях.

Отмеченные выше особенности кинетики реакций гемо-
глобина с СО, а именно сравнительно медленные структур-
ные изменения значительной части белковой глобулы пос-
ле вызванных присоединением или отщеплением лиганда
быстрых изменений активного центра, по-видимому,
являются общими характеристиками реакций с участием
белков. В результате первого элементарного акта возни-
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кает неравновесное состояние, в котором уже произошли
локальные изменения вблизи реакционного центра, а
основная часть макромолекулы сохранила прежнюю кон-
формацию. Недавно такие неравновесные состояния были
экспериментально обнаружены и идентифицированы для
некоторых белков, в том числе для реакции электронного
восстановления ферригемоглобина [59, 60]. Восстановле-
ние проводилось термолизованными электронами, возни-
кающими при гамма-облучении твердых растворов ферри-
гемоглобина в водно-этиленгликолевой смеси при 77° К.
В этих условиях возможно только восстановление железа
и небольшие локальные структурные изменения вблизи
активного центра, а исходная конформация всей белковой
глобулы оказывается кинетически стабилизированной
(«замороженной»). В результате возникает устойчивое
при 77° К неравновесное состояние гемоглобина: восста-
новленный активный центр и «окисленная» конформация.
Восстановленный гем оказывается при этом в низкоспино-
вом состоянии (каким он никогда не бывает в равновесных
условиях) и характеризуется «цитохромоподобным» спек-
тром поглощения.

При повышении температуры и размораживании мат-
рицы растворителя молекула редаксирует и превращает-
ся в обычный восстановленный гемоглобин. Эти эффекты
не обусловлены четвертичной структурой, так как наблю-
даются и для ферримиоглобина. Почти такие же неравно-
весные промежуточные состояния (разумеется, кинетически
нестабильные) удалось зарегистрировать и при прове-
дении электронного восстановления ферригемоглобина при
комнатной температуре в водных растворах методом им-
пульсного радиолиза [61].

Эти и другие результаты, свидетельствующие о сравни-
тельно медленном протекании процессов конформационной
перестройки белков, сопровождающей реакции с их уча-
стием, и о появлении регистрируемых концентраций су-
щественно неравновесных промежуточных конформаци-
онных состояний, заставляют отнестись с осторожностью
к некоторым общепринятым представлениям.

В течение многих лет гемоглобин служил излюбленной
моделью, иллюстрирующей аллостерическое взаимодей-
ствие в белках, реализующееся через конформационные
изменения макромолекулы. Кинетические схемы, описы-
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вающие эти превращения, всегда оперируют с неизмен-
ными, конформационно равновесными молекулами белка
(конформерами) и объясняют изменения свойств систе-
мы только изменениями относительных концентраций та-
ких конформеров. Этот постулат лежит в основе всех мо-
делей кооперативных свойств гемоглобина, начиная с фор-
мальной кинетической схемы Эдера [62] и кончая моделью
«генерализованных концертных переходов» Огаты и Мак-
Коннела [63]. Последняя модель по существу идентична
модели Моне, Уаймана и Шанже [64], за тем исключением,
что в ней учтена неэквивалентность а- и ^-субъединиц. Как
известно, в работе [64] постулируется существование двух
типов равновесных конформеров, Т и R, характеризующих-
ся соответственно низким и высоким сродством к кисло-
роду (или к СО). Присоединение кислорода индуцирует
сдвиг равновесия Т ^ R вправо, что и обусловливает
кооперативные свойства гемоглобина. Аналогичный «рав-
новесный» подход лежит в основе модели последователь-
ного присоединения [65].

Эксперименты по исследованию связывания гемогло-
бина СО методом ЯМР высокого разрешения [66] показа-
ли, что в процессе связывания лиганда появляются со-
стояния белка, которые не могут быть описаны равнове-
сием между конформерами. К аналогичному выводу
пришли авторы работ [67—71], в которых изучали кине-
тику переходов между равновесными (в темноте) и стацио-
нарными (на свету) состояниями системы гемоглобин —
СО в широком диапазоне степеней пасыщения, концентра-
ций гемоглобина и интенсивностей света. Было" показано,
что полученные результаты принципиально нельзя объ-
яснить в рамках любых схем, учитывающих только
равновесные формы молекул белка с их измеренными в
условиях равновесия характеристиками реакции с лиган-
дом. Во время перехода между равновесными или стацио-
нарными состояниями возникают конформационно нерав-
новесные (не успевшие отрелаксировать) молекулы белка
с отличающимися кинетическими характеристиками.

Окисление и восстановление цитохрома с. Большой
интерес вызвали результаты рентгеноструктурного ис-
следования ферро- и феррицитохрома с, опубликованные
Дикерсоном с соавторами [72, 73] в 1971 г. В этих работах
сравнивали феррицитохром с из сердца лошади с ферро-
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цитохромом с из сердца тунца и обнаружили большие
структурные различия. Недавно авторы отказались от
этих результатов и направили в печать статьи [74, 75],
в которых сравнение структур ферри- и ферроцитохрома с
из сердца тунца приводит к выводу об отсутствии сколько-
нибудь заметных структурных различий между молеку-
лами в двух окислительно-восстановительных состояниях.
Тем не менее имеет смысл рассмотреть результаты
работ [72, 73]. Сформулированные в них мысли о воз-
можных механизмах переноса электронов через молекулу
цитохрома стимулировали плодотворную дискуссию и до
сих пор сохранили свое значение независимо от того, пра-
вильны они или нет.

Цитохром с в мембранах митохондрий осуществляет
функцию переноса электрона от цитохромредуктазного
(комплекс III по Грину) к цитохромоксидазиому фермент-
ному комплексу (комплекс IV). Этот белок с молекуляр-
ным весом около 12 300 представляет собой полипептид-
ную цепочку из 104 аминокислотных остатков без дисуль-
фидиых мостиков. Одна из стереопроекций структурной
схемы ферритоцитохрома с по [73] представлена на рис. 5.6.
Гем связан с белком ковалентно: тиоэфирными связями
с цистеиновыми остатками 14 и 17 и через атом железа,
пятое координационное место которого занято атомом
азота имидазола гистидина 18, а шестое — атомом серы
метионина 80. Кольцо имидазола гистидина 18 фикси-
руется также через атом N, образующий водородную связь
с СОО-группой пролина 30. Фиксация гема в его «пещере»
внутри глобулы осуществляется также двумя карбоксиль-
ными группами пропионовокислых остатков гема: одна из
этих групп образует своими атомами кислорода две водо-
родные связи с тирозином 48 и триптофаном 59, а другая
выведена на поверхность молекулы к полярной среде.
Как можно видеть из схемы, молекула состоит из двух
половинок. Остатки 1—47 располагаются на рис. 5.6
и 5.7 справа от пещеры гема. остатки 48—91—слева,
а остатки 92—104 образуют как бы застежку портфеля
(через верх слева направо). Два последних звена поли-
пептидной цепочки 103 и 104, по-видимому, не строго
фиксированы и обладают свободой движения. Единствен-
ный отрезок полипептидной цепочки, образующий точ-
ную а-спираль,— это участок 91—101. Общая структур-
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ная схема феррицитохрома с следующая: полипептидная
цепочка, обернутая вокруг гема, с гидрофобными белко-
выми группами вблизи гема и полярными у поверхности.

Рис. 5.6. Одна из стереопроекций структурной схемы молекулы
[феррицитохрома с (по [73]).

В структуре глобулы имеются два «отверстия», связываю-
щие ее внутренние части с поверхностью. Это канал к пе-
щере гема (к левому верхнему участку пещеры) и правый
канал, дно которого определяет петля, образованная ос-
татками 19—25. Правый канал доступен для молекул
растворителя и небольших групп типа ароматических ами-
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нокислотных остатков; предположительно, он осуществ-
ляет связь с цитохромоксидазой.

При восстановлении феррицитохрома с, т. е. при пере-
носе электрона на атом железа, глобула претерпевает

Рис. 5.7. Основные структурные изменения при восстановлении
феррицитохрома с (по [73]).

сильные конформационные изменения (рис. 5.7). Эти изме-
нения не затрагивают только 21 аминокислотный остаток из
104 — так называемый скелет молекулы, образуемый
N-концевой спиралью (остатки 1—11), участком от 12-го
до 18-го остатка, небольшим участком вблизи С-конца и
самим гемом. Ниже перечислены наиболее существенные
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изменения, происходящие при восстановлении. Самым
сильным смещениям подвергаются звенья полипептид-
ной цепочки от 77-го до 83-го остатка. Это своего рода «ак-
тивный центр» цепочки, который содержит эволюционно
инвариантные аминокислоты. В молекуле феррицитохро-
ма фенилаланин 82 смещен далеко влево к периферии мо-
лекулы и оставляет отверстие, ведущее в левую верхнюю
часть пещеры гема, открытым. В ферроцитохроме фенил-
аланин передвинут к пещере гема и блокирует отверстие.
Одновременно соседнее звено, изолейцин 81, боковая груп-
па которого была в феррицитохроме на поверхности гло-
булы, поворачивается и теперь выступает в растворитель.
В результате изменяются также положения остатков
77-79.

В феррицитохроме цепочка 55—75 образует петлю,
окружающую гидрофобную, недоступную растворителю
область (левый канал), где находятся ароматические
кольца аминокислотных остатков тирозина 74, трипто-
фана 59 и тирозина 67, которые расположены параллельно
и образуют, предположительно, электронную тропу для
переноса электрона от цитохромредуктазы на атом S
метионина 80 и на атом железа гема. Тирозин 67 фиксиро-
ван водородной связью, идущей к остатку треонина 78.
Однако в процессе восстановления феррицитохрома эта
водородная связь разрывается, плоскость кольца тирози-
на 74 поворачивается примерно на 60°, так что оно стано-
вится почти перпендикулярным к поверхности глобулы
(в ферриформе кольцо было практически параллельным
поверхности); кроме того, смещается вся близлежащая
полипептидная цепочка *) .

В правом канале (остатки 19—25) также происходят
перемещения, закрывающие этот канал.

Таким образом, конформация феррицитохрома оказы-
вается значительжГболее плотной и «закрытой», чем кон-
формация ферриформы.

Как уже было сказано выше, эта интерпретация ре-
зультатов рентгеноструктурного исследования была дана

*) Электронная тропа при этом, естественно, разрушается.
Возможно, однако, тропа и не играет существенной роли в процессе
электронного переноса, реализующегося по туннельному механизму
(см. гл. 7).
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на основе изучения кристаллов феррицитохрома с из серд-
ца лошади и ферроцитохрома с из сердца тунца [72, 73].
Сравнивая структуры ферри- и ферроцитохрома с из серд-
ца тунца, те же авторы пришли к выводу об отсутствии
сколько-нибудь существенных конформационных или кон-
фигурационных изменений, сопровождающих восстановле-
ние феррицитохрома с 174, 75]. Этот вывод вызывает удив-
ление. Многочисленные исследования феррицитохрома с
и его восстановления в растворе свидетельствуют в поль-
зу значительных структурных изменений (см., например,
обзор [76]).

В работе [77] изучена зависимость скорости изотопного
обмена водородов в молекуле цитохрома с от состояния
окисления железа гема. Показано, что при окислении чис-
ло атомов водорода, способных к быстрому обмену, су-
щественно возрастает. В соответствии со сказанным выше,
это указывает не только па то, что структура феррицито-
хрома более открыта, но и на большую лабильность ферри-
цитохрома, на большую амплитуду флуктуационных коле-
баний белковой глобулы.

Следует иметь в виду, что практически все исследова-
ния в растворе проведены с цитохромом с из сердца ло-
шади. В нашей лаборатории было показано, что величины
структурных изменений в области активного центра, соп-
ровождающих электронное восстановление феррицито-
хрома с, меняются в широких пределах в зависимости от
источника цитохрома с [78]. Возможно, что цитохром с
тунца (или даже всех холоднокровных) характеризуется
особенно незначительными структурными изменениями при
окислительно-восстановительных превращениях. Возмож-
но также, что. изменения, регистрируемые при сравнении
кристаллических образцов, существенно отличаются от
изменений происходящих в растворе.

Представление о скорости конформационных измене-
ний цитохрома с при восстановлении можно получить на
основании результатов интересной работы [79], в которой
изучалась кинетика изменения спектра феррицитохрома
с при его превращении в ферроформу под действием гид-
ратированных электронов, образующихся при импульс-
ном радиолизе. Восстановление железа заканчивается
быстрее, чем за 10^с сек, однако спектр продукта отлича-
ется от спектра обычного восстановленного цнтохрома с.
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Дальнейшие изменения спектра вплоть до полного его
совпадения с обычным происходят в результате медлен-
ного мономолекулярного процесса с к ж 8,5 сев"1, т. е.
длятся сотни миллисекунд. Вопрос о том, успевают ли
пройти эти конформационные перестройки при нормаль-
ном функционировании цитохрома с, остается, естествен-
но, открытым. Еще медленнее происходят конформацион-
ные изменения при гидратации цитохрома с [80].

Недавно конформационно неравновесные состояния
цитохрома с, возникающие в ходе реакций с его участием,
были детально изучены в нашей лаборатории. При низко-
температурном восстановлении феррицито хрома с в твер-
дой матрице термолизованными электронами были зафик-
сированы промежуточные состояния (активный центр
восстановлен, большая часть глобулы — в «окислен-
ной» конформации) [78]. То обстоятельство, что в водной
среде при комнатной температуре восстановление цито-
хрома с обычными химическими агентами протекает через
аналогичные конформационно неравновесные состояния,
было доказано исследованием образования комплекса меж-
ду цитохромом с и окисью углер9Да [81]. Равновесный
феррицитохром с не связывает СО, так как комплекс может
образоваться только с восстановленным гемом. Равновес-
ный ферроцитохром также практически не связывает СО,
по-видимому, в связи с тем, что «закрытая» конформация
белка не дает возможности молекуле СО приблизиться к
железу. В то же время, если проводить восстановление в
присутствии СО, то комплекс легко образуется. Цито-
хром связывает СО в промежуточном конформационном
состоянии, когда железо уже восстановлено, а конформа-
ция глобулы еще не успела измениться. Этим же методом
было показано, что в условиях динамического окис-
лительно-восстановительного равновесия в растворе кон-
формационные переходы между равновесными окислен-
ными и восстановленными формами цитохрома с практи-
чески не происходят (не успевают произойти).

Промежуточные конформационно неравновесные со-
стояния феррицитохрома с были зарегистрированы также
и после скачкообразных изменений рН или ионной силы
раствора [82, 83].
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§ 5.5. О КОМПЕНСАЦИОННОМ ЭФФЕКТЕ

Уже в течение многих лет в исследованиях, посвящен-
ных термодинамике и кинетике процессов в конденсиро-
ванной фазе (главным образом в растворах), обсуждается
явление, получившее название компенсационного эффекта.
Особенно отчетливо этот эффект наблюдается в процес-
сах, в которых принимают участие макромолекулы био-
полимеров (денатурация, комплексообразование, инак-
тивация, ферментативный катализ). В данном параграфе,,
где будут суммированы основные экспериментальные
факты, относящиеся в компенсационному эффекту, и в;
следующем, где я попытаюсь проанализировать и устано-
вить физический смысл параметров, определяемых при
термодинамических и кинетических исследованиях та-
ких процессов, речь будет идти о биополимерах. Однако я
полагаю, что все выводы, которые будут сделаны, спра-
ведливы и в тех случаях, когда компенсационный эффект
наблюдается при реакциях низкомолекулярных соеди-
нений.

Феноменологически термодинамический компенсаци-
онный эффект заключается в существовании линейной за-
висимости между изменениями энтальпии AHt и изме-
нениями энтропии ASt в ряду родственных изотермически
протекающих процессов и выражается соотношением

AHt = а + TcASt (i = 1, 2 , . . . ) , (5.36)

где i фиксирует данное превращение в ряду, а а и Тс —
постоянные. Константа а есть, очевидно, не что иное, как
свободная энергия любого из процессов данного ряда при
температуре Т = Тс, а постоянная Тс имеет размерность
температуры и называется обычно температурой компен-
сации. Таким образом, в данном ряду превращений все
процессы характеризуются одинаковыми значениями кон-
станты равновесия К = ехр (—a/RTc) при одной и той же
температуре Т = Тс. Графики компенсационного эффекта
строят либо в координатах AHt и ASt (рис. 5.8, а), либо в;
координатах AAHi и AASt (рис. 5.8, б), где символы ААНГ,

и AASi обозначают разности между AHt и ASt и соответ-
ствующими величинами для одного из членов данного ря-
да превращений, который выбран в качестве стандарта.
Обычно стандартным считают процесс с наименьшими
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значениями AHt и ASt. Второй способ представления
отвечает уравнению

ДЛЯ; = TcAASt. (5.37)

Совершенно аналогично формулируется и кинетический
компенсационный эффект. В этом случае энтальпия, энтро-
пия и свободная энергия процесса заменяются энтальпией,

АН-
I

а) АЛ И-

AS; . AASt

Рис. 5.8. Два способа представления компенсационного эффекта.

или энергией *), AEat активации, энтропией активации
AShi и свободной энергией активации AFai. Для кинети-
ческого компенсационного эффекта имеем

AEui = a TcAS
ai

= 1, 2 ,. . .), (5.38)

а вместо константы равновесия следует говорить о констан-
те скорости процесса, которая в данном ряду должна быть
постоянной при Т = Тс. Подборку существующих эк-
спериментальных данных по термодинамическому и ки-
нетическому компенсационным эффектам, их анализ и
рассмотрение различного рода теорий этих эффектов
можно найти, например, в превосходных обзорах L84, 85].

Существует несколько приемов построения ряда для
получения комценсационного эффекта, т. е. методов вы-
бора пар значений AHt, ASt для построения компенсацион-
ных графиков типа приведенных па рис. 5.8, а и 5.8, б.
Первый прием заключается в закономерном изменении
химического строения одного из реагентов с тем, чтобы
получить гомологичный ряд однотипных химических про-
цессов, второй — в закономерном изменении среды проте-
кания реакции (изменение рН, концентрации электроли-
тов, добавка этанола в водную среду и т. п.).

*) Си. § 5.3.
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Все описанные в литературе случаи компенсационного
эффекта можно разбить на два типа. К первому типу от-
носятся эффекты, для которых постоянная Тс близка к тем-
пературе проведения опыта (так называемый полный ком-
пенсационный эффект). Типичный пример такого рода
иллюстрируют подобранные Лихтенштейном и Сухору-
ковым данные по кинетике и термодинамике денатурации
белков и по кинетике фрементативных реакций [84, 86].
В этих случаях величины Тс были весьма близки к тем-
пературам измерения, которые в свою очередь могут
варьировать только в узких пределах уже благодаря спе-
цифике объектов. Точки ложатся на компенсационные
графики с большим разбросом, а реально измеряемые

. (без расчетов с применением уравнений типа Вант-Гоф-
фа иАррениуса) константы равновесия или скорости реак-
ции не слишком отличаются друг от друга (если бы они
различались сильнее, то при используемой стандартной
технике их просто нельзя было бы измерить). При этих
условиях компенсационного эффекта не может не быть *) .
Речь ведь идет просто о том, что имеется набор близ-
ких по величине значений, например констант равнове-
сий Kt, которые представляются в виде произведения
двух сомножителей:

Ki = exp (ASt/R) exp (—AHt/RT). (5.39)

Легко понять, что, как бы ни производить разбиение на
сомножители, если их произведения должны быть близки
друг к другу, а температуры измерения не слишком силь-
но различаются, то должно удовлетворяться соотношение
(5.36).

В этом случае истинная проблема заключается не в
природе компенсации, а в том, почему похожие процессы
с близкими значениями реально измеряемых констант
равновесия или скоростей могут столь сильно различаться
по значениям величин АН и AS (или АНа и ASa), рассчи-
тываемых по уравнениям Вант-Гоффа или Аррениуса.
А различия между ними могут быть весьма велики (на
сотни килокалорий и сотни энтропийных единиц).

Примеры второго типа иллюстрируют весьма точные
измерения, дающие компенсационные графики с малым

*) Это соображение было высказано И. В. Березиньвд,
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разбросом точек и значения Тс, явно не совпадающие с
температурой измерения. Много примеров этого типа при-
ведено в уже цитированном обзоре [85]. Можно указать,
например, на работы Битлстона с соавторами по термоди-
намике связывания различных лигандов с гемоглобина-
ми, выделенными из крови различных животных [87—91].

Следует полностью отдавать себе отчет в том, что при
получении данных для построения компенсационных
графиков исследователь обязательно использует уравне-
ния типа Вант-Гоффа или Аррениуса и, следовательно,
принимает справедливость всех постулатов, на которых
они основаны. В случае кинетического компенсационного
эффекта исследователь вообще лишен другого пути на-
хождения значений ASai и AEat. В случае термодинамиче-
ского компенсационного эффекта положение иное: в послед-
!нее время появилась возможность прямого калориметри-
ческого измерения AHt. Однако для нахождения ASt

исследователь все равно вынужден прибегать к расчету,
основанному на допущении справедливости уравнения
Вант-Гоффа и, следовательно, равновесного термодинами-
ческого соотношения (5.3).

Мы не будем здесь рассматривать существующих тео-
ретических представлений о природе компенсационного
эффекта. Интересующийся этим вопросом читатель мо-
жет обратиться к уже цитированным выше обзорам. Из
изложенного выше, вероятно, ясно, что я придерживаюсь
следующей точки зрения: компенсационного эффекта, как
физического явления вообще не существует, и он появля-
ется вследствие неправильного применения некоторых
уравнений равновесной термодинамики.

§ 5.6. АНАЛИЗ ПРИМЕНИМОСТИ УРАВНЕНИЙ
ВАНТ-ГОФФА И АРРЕНИУСА
И ТЕОРИИ АКТИВИЗИРОВАННОГО КОМПЛЕКСА
К РЕАКЦИЯМ С УЧАСТИЕМ БИОПОЛИМЕРОВ

Удобно отделить обсуждение термодинамических пара-
метров от обсуждения кинетических. Мы начнем с термо-
динамических. Суммируем основные выводы, которые мож-
но сделать из проведенного в данной главе рассмотрения
экспериментальных данных.
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1. Структура глобулярных белков в растворах в об-
ласти температур ниже температуры денатутрационного
превращения (0—40° С) меняется с изменением темпера-
туры. Эти изменения могут сопровождаться поглощением
тепла.

2. Образование комплексов низкомолекулярных со-
единений с белками и другие локальные микрохимические
возмущения приводят, как правило, к значительным
макроструктурным перестройкам белковых глобул.

3. Измеряемые калориметрически тепловые эффекты
реакций, происходящих с участием белков (денатурация,
комплексообразование), характеризуются сильной темпе-
ратурной зависимостью (вплоть до изменения знака те-
плового эффекта при сравнительно малых изменениях
температуры).

4. Определяемые на основании равновесных измере-
ний (с помощью уравнения Вант-Гоффа) тепловые эффек-
ты реакций, происходящих с участием белков, как пра-
вило, слабо зависят от температуры, если не считать
наблюдающихся иногда скачкообразных изменений вычис-
ляемых значений АН при определенной температуре (из-
ломы на анаморфозах в координатах lg К и 1/Г). Равно-
весные значения АН иногда резко отличаются от истин-
ных, измеренных калориметрически.

5. В том случае, когда агентом, вызывающим белковое
превращение, служит изменение температуры (например,
тепловая денатурация), расчеты с помощью уравнения
Вант-Гоффа дают значения энтальпии превращения, близ-
кие к истинным.

Рассмотрим вопрос о температурной зависимости истин-
ных тепловых эффектов. Принятое в литературе объясне-
ние этой зависимости разницей теплоемкостей исходного
и конечного состояний не выдерживает критики. Дейст-
вительно, если принять его, то легко подсчитать, что,
например, собственный, не обусловленный разницей теп-
лоемкостей (т. е. при 0° К) тепловой эффект реакции свя-
зывания НАД с глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой
должен был бы равняться 143 ккал/молъ, а ингибитора
гекситол-1,6-дифосфата с альдолазой (см. §5.4) — примерно
330 ккал/молъ. Для кислотной денатурации ферригемо-
глобина эта величина составляет около — 2900 ккал/молъ.
Абсурдность полученных значений очевидна. Сведение
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наблюдаемой температурной зависимости к закону Кирх-
гофа автоматически означает допущение справедливости
термодинамического соотношения (5.3), что, как уже было
показано выше, должно приводить к совпадению равно-
весных и калориметрически измеренных значений энталь-
пии превращения, чего не наблюдается. Таким образом,
по-видимому, справедливо второе объяснение температур-
ной зависимости энтальпий процессов с участием био-
полимеров, данное выше (см. § 5.2).

Рассмотрим теперь, как происходит некая реакция с
участием белка. Пусть при некоторой фиксированной тем-
пературе Тх добавлен агент, индуцирующий реакцию
(например, низкомолекулярное соединение, образующее
комплекс с белком, или кислота, его денатурирующая,
и т. д.). Произойдет реакция, сопровождающаяся, как
правило, существенной структурной перестройкой белка.
Можно думать, что точка зрения Шао и Стюртеванта, со-
гласно которой калориметрически измеренные энтальпии
связывания ингибиторов с а-химотрипсином в основном
отражают конформационные изменения белка, справедли-
ва для большинства белковых реакций. Проведем теперь
превращение под действием того же агента при другой
температуре Т2- Переход к другой температуре приведет
к изменению структуры белка *) . И не только к измене-
нию его стационарной структуры, не только, выражаясь
химическим языком, к изомеризации белка. Изменение
исходной конструкции белка может привести к измене-
нию возможных путей его превращения под действием
агента, вызывающего исследуемую нами реакцию. Оно
может привести к исчезновению одних и к появлению дру-
гих, новых механических степеней свободы. Части бел-
ковой конструкции после возмущения начнут по-другому
двигаться, релаксируя к новому квазиравновесному сос-
тоянию. Таким образом, по существу, при температурах
Тг и Т2 реагируют разные соединения и они испытывают
различные превращения. Как уже было сказано, в этом
случае температурные зависимости энтальпии и энтропии
превращения не подчиняются уравнению (5.3).

*) В принципе этого может и не произойти, но эксперимент
показывает, что в большинстве случаев в области температур 5—
50° С, в которой обычно проводят все биохимические исследования,
структурные перестройки происходят.
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Что же, собственно, измеряет исследователь с по-
мощью равновесных методов, определяя «константу рав-
новесия» *) при разных температурах? Он определяет
не столько температурную зависимость «константы равно-
весия», сколько температурную зависимость исходных со-
стояний и путей реакций. Найденные им с помощью урав-
нения Вант-Гоффа величины АН и AS во всяком случае
не являются энтальпиями и энтропиями каких-либо
превращений, так как они получены в предположении
справедливости постулата (5.3), который в действитель-
ности неверен, и для рассматриваемых процессов вообще
не имеют четкого физического смысла. Точнее говоря,
этот смысл можно было бы в них вложить (свой для каж-
дого конкретного процесса), если бы были известны все
конформационные, конфигурационные и энтальпийные
изменения, вызываемые в биополимере изменением тем-
пературы и исследуемым реагентом. Однако в таком слу-
чае знание равновесных значений АН и AS нам уже было
бы не нужно.

Сама по себе экспоненциальная зависимость измеря е
мой константы равновесия от температуры, т. е. формаль-
ное выполнение уравнения Вант-Гоффа даже в случае
постоянных значений АН и AS, ни о чем не говорит. Су-
ществует весьма мало сложных процессов, ход которых
в узком интервале значений параметров нельзя было бы
описать экспоненциальной функцией.

Несколько иная ситуация возникает в том случае,
когда вызывающим изменения агентом является темпера-
тура, как, например, в работах Привалова по исследова-
нию тепловой денатурации [92]. Рассмотрим эту процедуру
несколько более подробно. Температура превращения
при тепловой денатурации данного белка определяется
ионной силой и рН. Измерения при разных температурах
представляют собой, по существу, измерения при разных
значениях jx и рН. Калориметрически измеряемый тепло-
вой эффект денатурации есть разность энтальпий системы
при температурах ниже начала и выше конца перехода.
Превращение занимает сравнительно широкий темпера-

*) Слова «константа равновесия» взяты в кавычки не только
потому, что речь идет о квазиравновеспых в смысле Лифшица (см.
гл. 4) системах о жесткой памятью, но я потому, что эта память,
. е. конструкция системы, меняется с температурой.
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турный интервал (5—10° С); поэтому под температурой
перехода понимают обычно середину этого интервала,
если переход достаточно симметричен. Если переход не-
достаточно симметричен, то его «симметризуют», относя
часть перехода к предденатурационным изменениям или
экстраполируя соответствующую базисную линию с нор-
мальным ходом теплоемкостей в область перехода (см.
§ 5.2). Определение констант равновесия в этом случае
сводится к оценке резкости перехода в интервале темпе-
ратур, когда единственным происходящим структурным
переходом и является денатурация. Если структурный
переход симметричен, то он происходит точно так же,
как если бы превращение реализовалось при фиксирован-
ной температуре, соответствующей 50% превращения.
Поэтому, как правильно пишет Привалов, совпадение ре-
зультатов равновесного и калориметрического измерений
означает лишь, что при тепловой денатурации происходит
лишь один структурный переход типа фазового превраще-
ния (мы сделали все, чтобы исключить влияние других
структурных изменений!). В этих условиях можно вычис-
лять энтропию перехода по классической формуле

AS = Aff/T, (5.40)

где Т — температура перехода в указанном выше смысле.
Вряд ли, однако, исследователь имеет основание го-

ворить о температурной зависимости энтальпии и энтро-
пии процесса, меняя состав растворителя (например, его
рН) и таким образом несколько смещая температуру пере-
хода. В данном случае изменение рН (или ц), как и из-
менение температуры в предыдущих примерах, вызывает
изменения макроструктуры белка в исходном состоянии.
По существу, измерения, проведенные при двух разных
температурах Тг и Т2, относятся к разным системам и
разным процессам. Для каждой температуры выполняют-
ся соотношения (5.40), но изменения величин ЛЯ и AS
при переходе от одной температуры превращения к другой
отражают не температурную зависимость этих параметров,
а сложные изменения конструкции системы и пути реак-
ции при изменении количества связанных протонов и
температуры. Если возмущения невелики и регистрируе-
мые температуры перехода мало отличаются друг от дру-
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та, т. е.
I 7\ - Т2 | < Гх, (5.41)

то применение уравнения (5.40) автоматически приведет к
соотношению *)

AAHi да TAASt, (5.42)

что формально эквивалентно уравнению (5.37) для ком-
пенсационного эффекта с температурой компенсации Тс,
близкой к температурам переходов Т.

Таким образом, отмечаемая иногда при исследованиях
этого типа корреляция между величинами AAHi и AAiSj
носит тривиальный характер и не имеет отношения к ком-
пенсационному эффекту, о котором шла речь в преды-
дущем параграфе.

Перейдем теперь к вопросу о применимости уравнений
Аррениуса и теории активированного комплекса. Как
уже отмечалось ранее, использование этих уравнений
эквивалентно допущению наличия термодинамического
равновесия между состоянием активированного комплекса
на вершине активационного барьера и исходным состоя-
нием системы, а также допущению выполнимости термо-
динамического соотношения (5.3), которое для кинетиче-
ских активационных барьеров можно записать в виде

. (5.43)
дТ дТ '

Ясно, что всю аргументацию, которая свидетельство-
вала о нарушении этих постулатов при изучении термоди-
намики процессов с участием белков равновесными мето-
дами, можно перенести и на кинетические исследования.
Однако в случае термодинамических параметров всегда
есть возможность прямого измерения теплот реакций.
В случае активационных параметров такой возможности
нет. Поэтому к рассчитываемым значениям активацион-
ных параметров следует относиться с большой осторож-
ностью. При изменении температуры разница теплосодер-
жаний системы на вершине активационного барьера и в
исходном состоянии может меняться не только за счет

*) С точностью до члена меньшего порядка малости
(Т2 — Тг)/Т.
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конечной разности темплоемкостей системы в этих двух
состояниях, но и за счет изменения самого барьера, из-
менения пути реакции.

Как мы видели на нескольких примерах в настоящей
главе (и увидим в следующей при рассмотрении деталей
механизмов ферментативных процессов), поведение гло-
булярного белка в ходе реакции с его участием напоми-
нает скорее работу механической машины, чем протекание
гомогенной химической реакции в газовой фазе. В этом
случае небольшие изменения конструкции с температурой
могут привести к изменению активационного барьера и
пути реакции без соответствующего (по уравнению
(5.43)) изменения энтропии активации.

Действительно, как ведет себя активационный барьер
часового механизма с различными коэффициентами тепло-
вого расширения деталей? Ясно, что его изменение с тем-
пературой будет нетермодинамическим и будет полностью
определяться конструкцией механизма. Например, при
низкой температуре зубцы двух шестеренок могут плохо
зацепляться и скорость будет мала. При некотором повы-
шении температуры зубцы начнут лучше подходить друг
к другу и скорость возрастет. При еще большей температу-
ре соответствие вновь исчезнет (шестеренки «заклинит»)
и скорость уменьшится. При попытке описать последний
этап с помощью соотношения типа Аррениуса мы получи-
ли бы отрицательную энергию активации.

Рассмотрим в качестве примера реакцию образования
комплекса между глобулярным белком и низкомолекуляр-
ным лигандом, который связывается по двум группам,
принадлежащим на белке двум разным аминокислотным
остаткам, сближенным в результате свертывания поли-
пептидной цепочки во вторичную и третичную структуры.
Такая ситуация вполне стандартна. Пусть регистрация
процесса производится методом, безразличным к последую-
щим (после связывания), релаксационным конформацион-
ным изменениям белка. Даже при этом, казалось бы, соот-
ветствующим классическому ходу процесса условии ис-
тинный активационный барьер процесса связывания (т. е.
первого этапа превращения системы при комплексообра-
зовании) может существенно зависеть от температуры.
Действительно, изменение температуры (в тех пределах,
в которых она меняется в биохимических исследованиях)
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практически не влияет на геометрию низкомолекулярного
лиганда, но может изменить конфигурацию белковой гло-
булы и расстояние между точками связывания на белке.
Вследствие чрезвычайно резкой зависимости энергии хи-
мического взаимодействия от расстояния это приведет
к заметному изменению активационного барьера даже при
сравнительно малом изменении конфигурации, практиче-
ски не влияющем на энтропию системы.

Естественно, аналогичная ситуация может возникнуть
и при связывании лиганда по одной точке, например, вслед-
ствие стерических затруднений.

Посмотрим, к каким следствиям может привести в
этом случае использование «классических» уравнений
(5.22) и (5.23) для обработки экспериментальных данных.

Итак, мы будем считать, что истинный активационный
барьер АЕа может слегка изменяться с температурой без
соответствующего (по уравнению (5.43)) изменения *)
истинной энтропии активации ASa. В температурном ин-
тервале, в котором обычно проводятся исследования кине-
тики ферментативных реакций, любую слабую зависимость
можно аппроксимировать линейной:

АЕа = АЕ°а + ЪТ, (5.44)

где АЕа

а и Ъ — постоянные. Подставив (5.44) в (5.22) и
(5.23), получим

к = А ехр (— b/R) exp (— AE°a/RT) =

Таким образом, экспериментальная кривая будет
спрямляться в аррениусовских координатах, но измерять-
ся будут не истинные активационные параметры АЕа и
ASa, а эффективные величины АЕа = АЕа — ЪТ и
ASa = ASa — Ъ, которые могут сильно отличаться от
истинных. Из (5.44) ясно, что измеряемая величина АЕ°а

получается в результате экстраполяции слабой темпера-
турной зависимости истинной энергии активации к 0° К

*) Еще в 1960 г. подобное предположение сделали Воеводский
с сотрудниками [93] для объяснения компенсационного эффекта,
наблюдавшегося при изучении кинетики рекомбинации свободных
радикалов в твердой фазе.
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(рис. 5.9). Если, например, истинная энергия активации
меняется при повышении температуры от 20 до 30° С на
1 ккал/молъ, то измеряемая величина будет отличаться от
истинной примерно на 30 ккал/молъ, что соответствует из-

менению экспоненци-
АЕ к ального множителя на

АЕ
22 порядка. Пользуясь
уравнением Аррениуса,о

а

можем не только опреде-
/I "\ мы в этом случае не

.г | ,, " х ^ лить истинную энергию
" """ активации, но и сказать

с уверенностью, ошиба-
U " ^ т. Т емся ли мы или нет.

Подставим в (5.44)
Рис. 5.9. Измеряемая АЕ°а и истин- вместо Ъ разность

ная АЕа энергии активации. Д£о _ Д£°. После пре-

образования получаем

АЕ°а = АЕа - TASa + TAS°a = AFa + ГД52. (5.46)
Таким образом, если истинные активационные парамет-

ры (однозначно определяющие скорость реакции) при из-
менении условий меняются мало, а измерения ведутся при
близких температурах, то при использовании уравнения
Аррениуса энергия и энтропия активации связаны линей-
ным соотношением (5.38), причем постоянные а и Та

равны соответственно свободной энергии активации про-
цесса и температуре измерения.

Соображения такого типа могут объяснить возникнове-
ние компенсационного эффекта с Тс •х- Т, а также огром-
ный диапазон изменений величин измеряемых параметров
на компенсационных графиках. Посмотрим теперь, как
можно объяснить возникновение компенсационного эффек-
та второго типа с Тс =^= Т, если не удовлетвориться ут-
верждением общего характера о том, что используемые
для построения компенсационных графиков данные по-
лучены в результате неправильного применения уравне-
ний, основанных на невыполняющихся постулатах.

Рассмотрим кинетику некоторого процесса с участием
биополимера. Пусть при неких фиксированных условиях
(рН, состав растворителя и т. п.) истинные активационные
параметры (нам неизвестные) равны АЕа1 и ASal. Слегка
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изменим эти условия. Теперь в ситуациях 2, 3, . . ., i, . . .
. . ., п, строго говоря, уже идут реакции других соедине-
ний по другому пути. Однако если изменения условий не-
значительны (а именно так и подбираются компенсацион-
ные ряды), то истинные параметры AEai и ASai изменяют-
ся незначительно. В этом случае всегда можно приближен-
но считать, что изменения параметров связаны линейным
соотношением

AAEai = TcAASai, (5.47)

где Тс — некоторая постоянная, имеющая размерность
температуры, причем точное ее значение зависит в прин-
ципе от конструкции системы и типа вносимых изменений.

При данной температуре Т имеем

AEai = АЕа1 + AAEaU ASai = ASaX + AASai. (5.48)

Истинная свободная энергия активации AFai равна

AFai = AEai - TASai =

= АЕа1 + AAEai - TASal - TAASai. (5.49)

Если Т = Tc, то, учитывая (5.47), находим

AFai = AEat - TcASai = АЕа1 - TcASal = const
(i = 1, 2 ,. . ., n). (5.50)

Таким образом, если выполняется равенство (5.47), при-
ближенно справедливое при малых изменениях условий
протекания исследуемой реакции, то должна существо-
вать температура Т = Тс, при которой все п реакций
имеют одинаковую истинную свободную энергию актива-
ции, т. е. одинаковую скорость, равную

(5.51)

Все сказанное выше относилось к неизвестным нам ис-
тинным активационным параметрам, испытывающим чрез-
вычайно малые изменения в ряду 1,2,. . . , г , . . . , п.
Однако компенсационный парадокс заключается не в су-
ществовании линейной зависимости между малыми из-
менениями АЕа и ASa в ряду гомологичных превращений,

5 Л. А. Блюменфельд
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но в огромности интервала «наблюдаемых» значений ак-
тивационных параметров в таком ряду. Следует помнить,
что при исследовании температурной зависимости скорос-
ти каждой реакции и при использовании для расчетов
уравнений (5.22) и (5.23) мы, как было уже сказано, по-
лучаем не истинные параметры AEai и ASai, а не имею-
щие четкого физического смысла величины АЕ\г и AiSai.
Повторяя рассуждения, приведенные выше (см. стр. 128),
находим, что и для этих величин справедливо компенса-
ционное уравнение

AE°ai = AF°a + TcAS°ai (i = 1, 2 ,. . ., n), (5.52)

где постоянная AFl есть истинная свободная энергия
активации любой из п реакций при температуре ком-
пенсации.

Таким образом, компенсационный эффект может ре-
гистрироваться в тех случаях, когда возмущения, вноси-
мые при переходе от одной реакции к другой, малы и ког-
да не выполняется соотношение (5.43) и, следовательно,
применение уравнения Аррениуса и теории активирован-
ного комплекса теряет смысл. Аналогичные рассуждения
можно в принципе провести и для термодинамического
компенсационного эффекта.

Изложенное выше не может, конечно, рассматриваться
как теория компенсационного эффекта. Приведенные
рассуждения позволяют понять, как могут возникнуть
зависимости типа (5.36) и (5.38), связывающие параметры,
не имеющие того физического смысла, который в них обыч-
но вкладывают. Как уже было сказано, в рамках разви-
ваемых здесь представлений компенсационного эффекта
вообще не существует. Можно утверждать даже, что его
обнаружение при использовании для обработки результа-
тов эксперимента уравнений типа Вант-Гоффа или Арре-
ниуса есть более или менее однозначное указание на
то, что эти уравнения применять нельзя и получаемые
параметры не имеют четкого физического смысла. Более
того, наблюдаемые часто на «аррениусовских» и «вант-
гоффовских» анаморфозах резкие изломы не могут рассмат-
риваться как доказательство того, что именно при этой
температуре произошла структурная перестройка. Кон-
фигурационные изменения макромолекулы могут проис-
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ходить постепенно в каком-то интервале температур, а при
температуре излома скачком может измениться величина
Ъ в уравнении (5.44) (например, в связи с прохождением
меняющегося с температурой расстояния между центрами
связывания на макромолекуле через значение, соответ-
ствующее расстоянию между центрами связывания на
низкомолекулярном лиганде). Интерпретировать этот ска-
чок можно только в том случае, когда известны детально
конструкция системы и ее изменения с температурой в
ходе исследуемого процесса.

Я полагаю, что все сказанное выше может быть отне-
сено и ко многим химическим процессам в конденсирован-
ной фазе, идущим без участия биополимеров. Роль макро-
молекулы могут в этих случаях играть, например, струк-
турированные образования типа сольватных оболочек.

§ 5.7. О СПОНТАННЫХ КОНФОРМАЦИОННЫХ КОЛЕБАНИЯХ
БЕЛКОВЫХ МАКРОМОЛЕКУЛ

В предыдущей главе было отмечено, что при соблюде-
нии некоторых условий в белковых макромолекулах долж-
ны наблюдаться спонтанные переходы между близкими
конформациями или конфигурациями. В последнее время
в литературе появились сообщения об исследованиях не-
скольких типов, в которых, возможно, удалось наблю-
дать такие конформационные колебания. Прежде всего
следует упомянуть ведущиеся уже более 15 лет чрезвы-
чайно интересные работы Шноля и др. [94—1Q3L В их
работах'представлены доказательства того, что для свеже-
приготовленных растворов и гелей белков актомиозино-
вого комплекса такие характеристики, как ферментатив-
ная активность, количество доступных определению по-
верхностных S—Н-групп, сорбционная способность по
отношению к некоторым красителям, испытывают колеба-
тельные изменения с частотой, не превышающей 10 гц.
Аналогичные наблюдения были сделаны' Четвериковой на
креатинкиназе [101—103]. Обобщение этих работ можно
найти в [104]. Авторы считают, что их результаты сви-
детельствуют о существовании спонтанных конформацион-
ных изменений макромолекул исследуемых белков. Наи-
более загадочной особенностью этих колебаний является
их большая или меньшая синхронность в макрообъеме

5*
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(иначе их нельзя было бы зарегистрировать применяемы-
ми методами). Никакой более или менее обоснованный
механизм возникновения синхронных колебаний пока не
предложен.

Имеются исследования второго типа, где некоторые
особенности спектров протонного резонанса ряда белков
и полипептидов интерпретируются как свидетельство
наличия конформационных колебаний с частотой от де-
сятков герц (рибонуклеаза) до десятков килогерц (не-
которые полипептиды) [105—107]. Такая интерпретация
основана на эффективном усреднении локальных магнит-
ных полей на определенных ядрах водорода при конфор-
мационных колебаниях. Нельзя не упомянуть также о ста-
рых работах Линдерштрём-Ланга [108], в которых было
показано, что быстрый дейтерообмен водородов пептид-
ных связей внутренних частей глобулы косвенно свиде-
тельствует в пользу конформационных колебаний (флук-
туации) (см. также [56, 57]).

Мы не будем подробно останавливаться на работах, по-
священных" конформационным и конфигурационным коле-
баниям белковых глобул. Скажем только, что, если
соответствующие данные и их интерпретация подтвердят-
ся, они откроют новую, исключительно важную страницу
в развитии биологической физики.

§ 5.8. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Материалы этой главы позволяют следующим образом
сформулировать задачи, стоящие перед исследователями,
изучающими конформационные и конфигурационные из-
менения биополимеров.

а) Измерение тепловых эффектов возможно большего
числа реакций биополимеров прямыми калориметриче-
скими методами. Выяснение природы изменений эффек-
тивных теплоемкостей белков с температурой.

б) Прямая регистрация структурных изменений макро-
молекул в ходе реакций с их участием.

в) Прямая регистрация структурных изменений макро-
молекул с температурой.

г) Экспериментальное разделение быстрых и медлен-
ных (релаксационных) стадий таких превращений.
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д) Создание теории, которая даст в руки исследователя
методы интерпретации экспериментальных данных вза-
мен неприменимых в данном случае термодинамических
и кинетических методов, разработанных для гомогенных
газовых реакций.

Конечно, все, перечисленное выше, значительно труд-
нее выполнить, чем проводить измерения температурных
зависимостей констант равновесия и скоростей, строить
логарифмические анаморфозы и интерпретировать резуль-
таты в терминах упорядочения или разупорядочения сис-
темы в зависимости от знака рассчитываемой величины AS.



Г Л А В А 6

ФИЗИКА ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА

§ 6.1. ВВЕДЕНИЕ

Едва ли не важнейшей функцией белков является их
каталитическая, ферментативная, функция. Не имеет
никакого смысла давать здесь сколько-нибудь полный об-
зор установленных экспериментальных фактов, найден-
ных эмпирических закономерностей и предложенных тео-
рий, относящихся к ферментативному катализу. В ли-
тературе уже существует огромное (может быть, даже
избыточное) количество монографий и обзоров, посвящен-
ных этому вопросу. Некоторые из них приведены в списке
литературы [1—5].

Как мы знаем, все известные ферменты представляют
собой белки и для функционирования фермента нужна
вся белковая глобула *); это позволяет предположить, что
все, сказанное в предыдущей главе об особенностях про-
цессов с участием биополимеров, может оказаться справед-
ливым и для катализируемых ферментами химических
реакций. Действительно, представления о важной роли
конформационной лабильности белков, например в регу-
ляторных механизмах ферментативного катализа, за по-
следние годы перешли из категории «этого не может быть»
в категорию «это тривиально», довольно поспешно пройдя
стадию экспериментального и теоретического анализа.

В настоящей главе будет предпринята попытка про-
анализировать следствия, к которым приводит распростра-
нение на ферментативные процессы выводов, полученных
в предыдущей главе в результате рассмотрения термо-
динамики и кинетики конформационных и конфигурацион-
ных превращений белков. Глава строится по следую-
щему плану. Вначале будут изложены общие принципы

*) Известные экспериментальные результаты, согласно которым
а тивность некоторых ферментов сохраняется при их фрагментации
[6, 7], оказались ошибочными [8, 9].
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существующих теоретических подходов к объяснению
высокой эффективности биокатализаторов и других осо-
бенностей их действия. Затем будут приведены эксперимен-
тальные данные, доказывающие необходимость распро-
странения на ферментативные реакции выводов, сделан-
ных в предыдущей главе. Механичность, «машинность»
работы ферментов будет продемонстрирована на примере
нескольких более или менее хорошо изученных фермента-
тивных процессов. Конец главы будет посвящен формули-
ровке новых представлений о физике, лежащей в основе
элементарного акта ферментативного процесса.

§ 6.2. СУЩЕСТВУЮЩИЕ ОБЪЯСНЕНИЯ
ФЕРМЕНТАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ

Прежде всего несколько слов об одном распространен-
ном среди биохимиков заблуждении. Многие считают,
что существуют некие общие теории химического катали-
за, но их применение к ферментативным реакциям затруд-
нено ввиду сложности биохимических процессов и биоло-
гических катализаторов. Эта ошибочная точка зрения
основана на неоправданном преклонении биохимиков
перед могуществом классической физической химии. К со-
жалению, сколько-нибудь последовательной общей теории
катализа не существует.

Имеется огромный экспериментальный материал, сви-
детельствующий о том, что во многих случаях в фермента-
тивных реакциях можно проследить известные эмпири-
ческие и полуэмпирические закономерности, установлен-
ные при изучении гомогенного катализа в растворах. Речь
идет о кислотно-основном катализе, катализе ионами и
комплексами металлов и т. п. (см., например, обзор в
[1]). В гомогенном катализе, по существу, исследователь
имеет дело с проблемой кинетики реакций в жидкой фазе.
Катализатор при этом — просто один из реагентов, об-
разующий промежуточное соединение с исходными про-
дуктами и позволяющий суммарной реакции пройти по
другому пути. Физическая теория кинетики жидкофазных
реакций еще не создана. Таким образом, обычный гомо-
генный химический катализ никакими преимуществами
(в смысле теоретической базы) перед ферментативным не
обладает.
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Что касается гетерогенного катализа, то положение
с теорией здесь, по-видимому, значительно хуже, чем
в ферментативном катализе. Прежде всего, это связано
с тем, что в случае ферментативного катализа гораздо
легче поставить чистый и воспроизводимый эксперимент.
Сколь бы сложны ни были катализаторы, сколь осторож-
ным ни надо быть при их препаративном выделении, они,
в конце концов, представляют собой макромолекулы,
синтезируемые в клетках матричным способом практичес-
ки однозначно. Поэтому воспроизводимость работы вы-
деленных ферментов, как правило, значительно лучше
воспроизводимости действия твердых катализаторов не-
биологического происхождения, тонкие детали структуры
которых, определяющие их активность (дефекты поверх-
ности и т. п.), почти невозможно повторить.

Прежде чем говорить об объяснениях ферментатив-
ного катализа, необходимо более точно сформулировать,
что, собственно, надо объяснить, т. е. что понимается под
словами «фермент ускоряет химическую реакцию». Не-
достаточно сказать, что надо сравнивать скорость иссле-
дуемой ферментативной реакции со скоростью той же
реакции в гомогенном растворе без фермента. Ведь та же
реакция без фермента может просто не идти. Большинство
ферментативных процессов представляет собой последо-
вательность нескольких реакций с несколькими стабиль-
ными промежуточными продуктами. Могло бы, например,
оказаться, что смоделировать в отсутствие фермента та-
кой путь суммарной реакции невозможно. К счастью,
по-видимому, это, как правило, не так. Косовер ввел очень
удобное понятие конгруэнтной модельной системы, т. е.
системы, в которой без фермента реализуется та же сум-
марная реакция через те же стабильные промежуточные
продукты [10]. Это могут быть промежуточные продукты
взаимодействия молекул субстратов между собой, или
субстратов с ионами (например, Н + ) , или субстратов с ка-
талитическими группами.

В дальнейшем, когда речь пойдет о степени активности
фермента, об ускорении реакции, всегда подразумевает-
ся, что сравнение производится с конгруэнтной модель-
ной системой.

У ферментативной системы и конгруэнтной модельной
системы совпадают пути реакций, фиксируемые стабиль-
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ными (в принципе выделяемыми) промежуточными про-
дуктами. Что касается путей реакций в ходе отдельных
стадий, то они, как правило, не известны ни для фермен-
тативной, ни для модельной систем. Эти пути безусловно
не совпадают — в противном случае каталитический эф-
фект был бы невозможен.

Все великое множество имеющихся в литературе то-
чек зрения на природу исключительно высокой катали-
тической активности ферментов можно разделить на че-
тыре группы. В основе этих типов теоретических подхо-
дов соответственно лежат следующие утверждения:

1. Комплексообразование с ферментом концентри-
рует и взаимно ориентирует реагирующие частицы (мо-
лекулы субстратов, каталитические группы), увеличи-
вая, таким образом, число эффективных столкновений.
Это означает повышение предэкспоненциального множи-
теля в уравнении Аррениуса или, что то же самое, повы-
шение энтропии активации ASa в уравнениях теории ак-
тивированного комплекса.

2. Образование фермент-субстратного комплекса сни-
жает энергию активации АЕа реакции. Это происходит
за счет изменения распределения электронной плотности
в молекуле субстрата, за счет ее насильственной дефор-
мации при образовании комплекса и т. д.

3. В фермент-субстратном комплексе более вероятны
большие флуктуации тепловой энергии на некоторых ко-
лебательных степенях свободы, на некоторых связях. Фер-
мент, таким образом, как бы собирает тепловую энергию,
направляя ее на связь, подвергающуюся химическому
превращению.

4. Энергия, выделяющаяся при сорбции субстрата на
ферменте (при образовании фермент-субстратного ком-
плекса), или при протекании одной из стадий сложной
ферментативной реакции, или в ходе превращения в одно-
стадийной ферментативной реакции, не рассеивается
в виде тепла, а рекуперируется и используется для пре-
одоления активационных барьеров следующих стадий или
элементарных актов.

Рассмотрим подробнее эти варианты объяснений. Пер-
вые два варианта — наиболее естественные, классичес-
кие. Действительно, если константа скорости реакции
представляется в виде произведения двух сомножителей
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(энтропийного и энергетического) и она возрастает при
переходе от некатализируемого процесса к ферментатив-
ному, то при этом обязательно должен увеличиться хотя
бы один из двух сомножителей. Итак, начнем с энтропий-
ного сомножителя.

1. Фермент повышает энтропию активации. Этот
вариант объяснения подробно обсуждается в ряде работ
(см., например, [11]). Смысл предполагаемых эффектов
заключается в следующем. В конгруэнтной модельной
системе протекание реакции требует сближения субстра-
тов между собой, субстратов с ионами, субстратов с ката-
литическими группами (если такие есть), а также соответ-
ствующей ориентации реагирующих частиц друг отно-
сительно друга. Согласно теории активированного комп-
лекса элементарная стадия реакции идет однозначно по
пути с наименьшим активационным барьером, что пред-
полагает вполне фиксированную структуру переходного
состояния. Эти эффекты (сближение, ориентация и т. д.)
обусловливают поэтому значительный отрицательный
вклад в энтропию активации для модельной системы.
Если комплексообразование с ферментом приводит к нуж-
ной исходной ориентации субстратов друг относительно
друга и относительно каталитических групп фермента,
то в фермент-субстратном комплексе энтропия системы уже
понижена. Поэтому энтропия активации процесса повы-
шается и реакция ускоряется. Концентрирование реа-
гентов в результате комплексообразования не всегда при-
водит к ускорению реакции. Если один из реагентов при-
сутствует в избытке (например, вода при гидролитических
процессах), то вследствие локализации реакции в срав-
нительно немногочисленных комплексах (концентрация
фермента всегда мала) процесс может даже замедлиться.
Однако ориентационные эффекты всегда должны быть
выгодны. Расчетная величина ускорения реакции за счет
таких энтропийных эффектов может быть в принципе
сколь угодно велика, так как она определяется тем диапа-
зоном телесных углов между взаимодействующими части-
цами, который исследователь считает допустимым для
оптимального протекания процесса. Чем меньше этот
диапазон, т. е. чем точнее фермент должен фиксировать
в пространстве реагенты друг относительно друга, тем
больше результирующее ускорение процесса, Кошланд
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в оценочных расчетах [11, 12] приходит к выводу, что та-
кие энтропийные эффекты могут привести к увеличению
скорости реакции на 18 порядков и внести, таким образом,
основной вклад в суммарное каталитическое действие
фермента.
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Недавно появилась весьма интересная работа Миль-
стина и Кона [13], цель которой состояла в прямой
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экспериментальной проверке возможности столь больших
эффектов фиксации взаимного расположения реагирую-
щих групп (т. е. резкого ограничения поступательных
и вращательных степеней свободы). В работе исследована
кинетика катализируемых кислотой реакций образова-
ния сложного эфира. Сравнивали между собой пять
процессов, схемы которых приведены выше.

В ряду 1—5 последовательно все больше фиксируется
относительное расположение и ориентация гидроксильной
и карбоксильной групп, между которыми в результате
реакции образуется сложноэфирная связь. Реакция 1
бимолекулярна, и исходные ориентации практически ни-
чем не ограничены. В мономолекулярных реакциях 2—5
свобода движений реагирующих групп последовательно
ограничивается возрастающими стерическими затрудне-
ниями. В табл. 6.1 приведены значения измеренных термо-
динамических и кинетических параметров реакций: кон-
станты равновесия А', стандартной свободной энергии
реакции AF0 и эффективной константы скорости при кис-
лотном катализе А;н3о+-

Т а б л и ц а 6.1

Номер
реакции

1
2
3
4
5

К'

3,8-Ю-6

0,04
0,62
25,67

> 9 9

AF0,
ккал'моль

7390
1980
290

—1950
< —2770

fcH3O+

~ Ю- 1 0 моль'1 • сек'1

5,94-10"6 сек-1

6,22-Ю-6 сек-i
2,62-10-2 сек'1

5 9 -105 сек--1

Таким образом, переход от бимолекулярной к моно-
молекулярной реакции и дальнейшие ограничения степе-
ней свободы реагирующих групп приводят в конце концов
к повышению скорости реакции более чем на 15 порядков
(это утверждение верно, если концентрации реагентов
в бимолекулярной реакции не превышают 1 М).

С первого взгляда может показаться, что приведенные
результаты действительно подтверждают возможность рез-
кого ускорения ферментативной реакции за счет энтро-
пийных факторов и могут служить экспериментальным
доказательством правильности первого варианта теорети-
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ческого объяснения ферментативного катализа. Однако
самое простое рассуждение показывает, что это не так.
Действительно, реакция 5, например, с которой сравни-
вается реакция 1, есть реакция нового, уже полученного
соединения. Если речь идет о ферментативном, катали-
тическом, процессе, необходимо рассмотреть все его ста-
дии, начиная с образования ферменттсубстратного ком-
плекса с заданной фиксированной взаимной ориентацией
реагентов и кончая выходом продуктов реакции в гомо-
генную фазу, в раствор. Легко понять, что образование
фермент-субстратного комплекса должно в этом слу-
чае сопровождаться понижением энтропии системы по
крайней мере на ту же величину, на которую повышается
энтропия активации изучаемой реакции. Чтобы полу-
чить требуемое Кошландом увеличение скорости реакции
на 18 порядков, при образовании фермент-субстратного
комплекса, энтропия должна понизиться по крайней
мере на 18-2-2,3 = 83 э.е. Для того чтобы этот комплекс
мог образоваться при комнатной температуре, энергия
связи в нем должна быть никак не меньше, чем 83-300 ж
ж 24 000 кал/моль.

В чем физический смысл ускорения реакции при «пра-
вильной» исходной ориентации реагирующих молекул?
Очевидно, в том, что при той же температуре большее число
столкновений оказывается эффективным. Собственно, все
объяснение по первому варианту предполагает выполне-
ние основных постулатов классической химической кине-
тики газовых реакций. Поэтому следует считать, что дви-
жение реагирующих молекул друг относительно друга,
движение вдоль координаты реакции есть тепловое движе-
ние. Наличие обязательной, как мы только что видели,
прочной связи с ферментом, эффективно замораживающей
все поступательные и вращательные степени свободы, не
может, однако, не сказаться на энергии активации про-
цесса. Если продолжать считать, что и в- фермент-субст-
ратном комплексе химическому превращению подверга-
ется субстрат, то движению вдоль координаты реакции
должна мешать прочная связь субстрата с ферментом.
Кроме того, завершение каталитического процесса
требует разрыва связи между продуктами реакции и фер-
ментом, который должен вернуться в исходное состоя-
ние. Если связь фермент — субстрат не меняется в ходе
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химического превращения, то необходимо учесть воз-
можность того, что этап диссоциации комплекса фер-
мент — продукт окажется лимитирующей стадией всего
процесса. Если же энергия связи с ферментом уменьшает-
ся в ходе превращения субстрат — продукт, то, следова-
тельно, химическое превращение субстрата сопровож-
дается повышением энергии системы, на что частично дол-
жна тратиться энергия, выделяющаяся при реакции. Воз-
никает вопрос о механизме такой трансформации энергии
без рассеяния ее в тепло. Этот вопрос относится, собствен-
но, уже к четвертому варианту объяснения. Таким обра-
зом, оставаясь в рамках традиционной химической кине-
тики, трудно удовлетвориться в качестве объяснения
ферментативного катализа утверждением «фермент по-
вышает энтропию активации реакции», так как само по
себе это повышение не обязательно приводит к увеличе-
нию скорости катализируемого процесса. Следует отме-
тить, что, по существу, аналогичные соображения были
высказаны еще Ламри [14]. Итак, резюмируя, можно ут-
верждать, что специфичность связывания субстрата фер-
ментом, приводящая к уникальному взаимному располо-
жению и ориентации реагирующих групп, необходима
для протекания ферментативного процесса, но сама по себе
не может объяснить повышения скорости ферментативной
реакции па сравнению со скоростью той же реакции в кон-
груэнтной модельной системе.

2. Фермент понижает энергию активации. Этот вари-
ант объяснения, пожалуй, наиболее распространен. При-
чина его популярности заключается в том, что, как отме-
чает Ламри в только что цитированной работе, измерения
температурной зависимости скоростей ферментативных
реакций обычно дают пониженные значения энергии ак-
тивации по сравнению с аналогичными неферментатив-
ными процессами. Как, однако, следует из предыдущей
главы (и будет подтверждено здесь), определение энергии
активации по Аррениусу в случае ферментативных реак-
ций обычно лишено смысла. По атому имеющиеся экспе-
риментальные данные нельзя, вообще говоря, рассматри-
вать как обоснование правильности этого варианта объ-
яснения.

В конечном счете все предполагаемые механизмы сни-
жения активационного барьера в ферментативном ката-
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лизе сводятся к двум эффектам: а) перераспределению
электронной плотности в молекуле субстрата за счет взаи-
модействия с различными группами фермента (ион-ди-
польные, диполь-дипольные взаимодействия, водородные
связи и т. п.) и б) «концертному» действию различных ка-
талитических групп фермента, в результате которого реак-
ция, идущая без фермента через несколько разделенных

А В A R

JV/
Ф е Р ы е н т ' Фермент

Рис. 6.1. Модель «дыбы».

во времени стадий, на ферменте проходит через одно ак-
тивированное состояние с пониженной энергией. Естест-
венно, оба объяснения остаются чисто словесными до тех
пор, пока не указаны конкретные взаимодействия, струк-
тура данного фермент-субстратного комплекса и отно-
сительные перемещения его частей при движении систе-
мы вдоль координаты реакции.

Конечно, перераспределение электронной плотности
в молекуле субстрата при взаимодействии с ферментом дей-
ствительно происходит и изменяет реакционную способ-
ность субстрата. В этом отношении существующие пред-
ставления о механизмах ферментативного катализа не
добавляют ничего нового к тем словам, которые обычно
пишут в работах, посвященных любому катализу химиче-
ских реакций. Схемы конкретных процессов и соответст-
вующие рассуждения можно найти в цитированных выше
обзорах.

В последние годы в литературе широко обсуждается
еще один механизм снижения энергии активации при
ферментативном катализе, так называемый механизм
«дыбы1>, предложенный Эйрингом, Ламри и Спайксом еще
в 1954 г. [15]. Сущность этого механизма ясна из рис. 6.1.
Образование фермент-лубстратпого комплекса приводит
к деформации субстрата, к растяжению одной из связей
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в его молекуле и к соответствующему снижению энергии
активации ее разрыва.

Рассмотрим этот механизм несколько подробнее. По-
нижение активационного барьера разрыва связи А — В,
очевидно, обусловлено в данном случае повышением
исходной энергии связи А — В при ее растяжении, ко-
торое в свою очередь компенсируется энергией сорбции
субстрата на ферменте. После окончания реакции, т. е.
после разрыва связи А — В, пространственные затруд-
нения исчезают, благодаря чему энергия сорбции продук-
тов реакции должна стать больше энергии сорбции исход-
ного субстрата. Для того чтобы процесс был каталитичес-
ким, фермент должен вернуться в исходное состояние, т. е.
продукты реакции должны десорбироваться. Учитывая
отмеченное выше увеличение энергии связи продуктов ре-
акции с ферментом, можно опасаться, что повышение энер-
гии активации десорбции продуктов (повышение примерно
на такую же величину, на которую уменьшилась энергия
связи А — В) сделает десорбцию лимитирующей стадией
всего процесса. Поэтому без конкретного рассмотрения
механизма всех стадий процесса в каждом конкретном
случае механизм «дыбы» не может считаться объяснением
понижения энергии активации цри ферментативном ка-
тализе.

Как энтропийный, так и энергетический варианты ис-
толкования повышенной скорости ферментативных реак-
ций предполагают существование уникального структур-
ного соответствия между субстратом и ферментом. Этим
в литературе объясняют исключительно высокую специ-
фичность действия ферментов. Раньше структурное соот-
ветствие считали статическим (гипотеза «ключа и замка»).
В 1958 г. Кошланд сформулировал теорию индуцирован-
ного соответствия [12, 16], согласно которой структур-
ное соответствие возникает в результате индуцированных
субстратом конформационных изменений молекулы фер-
мента. Его теория была важным этапом развития теоре-
тических представлений в энзимологии, так как подчер-
кивала необходимость конформационных превращений
фермента при взаимодействии с субстратом, которые, как
мы видели в предыдущей главе и увидим в этой, действи-
тельно всегда происходят. Однако теория индуцированно-
го соответствия не меняет положения с рассмотренными
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выше двумя вариантами объяснения ферментативной ак-
тивности. Индуцированные субстратом конформационные
превращения фермента в рамках этой теории заканчивают-
ся с образованием структурно специфического фермент-
субстратного комплекса и не имеют прямого отношения
к самому элементарному акту химической реакции моле-
кулы субстрата *).

3. Фермент повышает вероятность полезной флук-
туации энергии. Этот вариант объяснения был предложен
в 1950 г. Мельвин-Хьюзом [19]. Он основан на известной
работе Гиншельвуда по теории мономолекулярных реак-
ций в газовой фазе при низких давлениях [20, 21].

Как известно, при высоких давлениях газа элементар-
ный акт химического превращения, например разрыва
i-й связи, происходит в тех молекулах, для которых сред-
няя энергия данной колебательной степени свободы, со-
ответствующей валентному колебанию г-й связи, ег боль-
ше или равна активационному барьеру разрыва Еа, т. е.

ег > Еа. (6.1)

Если давление газа мало, т. е. частота столкновений
невелика, то акт реакции может произойти и при выпол-
нении более мягкого условия:

%Ы>Еа, (6.2)
г

т. е. в реакцию вступят молекулы, полная колебательная
энергия которых больше или равна активационному барь-
еру. Такое условие оказывается достаточным потому,
что при низкой частоте столкновений в «энергизированнои»
молекуле может успеть реализоваться флуктуация коле-
бательной энергии, собирающая последнюю на одной г-й
степени свободы. Естественно, что при данной температуре
число молекул, удовлетворяющих условию (6.2), значи-
тельно больше числа молекул, удовлетворяющих условию
(6.1). В пределе (при достаточно низких давлениях)
условие (6.2) эквивалентно понижению эффективной
измеряемой энергии активации реакции Еа по сравнению

*) Об обязательности конформационных превращений фермен-
та при индуцируемых субстратом изменениях электронной плотнос-
ти см. также [17, 18].
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с энергией активационного барьера Еа:

К = Еа - (S - 1) RT, (6.3)

где 2S — число квадратичных членов (кинетической и по-
тенциальной энергии), необходимых для однозначного
определения энергии молекулы.

Теория Гиншельвуда — Касселя была подвергнута де-
тальному разбору и критическому анализу в работе
[22], но здесь вряд ли стоит подробно останавливаться
на ее критике. В самом деле, как ясно из изложенного,
теория основана на предположении о том, что избыток
колебательной энергии молекулы может не успеть дисси-
пировать в результате столкновения с другими молекула-
ми, т. е. теория «работает» только для газовых реакций при
низких давлениях. В случае же ферментативных процес-
сов, происходящих в конденсированных средах, предполо-
жения, положенные в основу этой теории, заведомо не
выполняются.

4. Рекуперация энергии. По-видимому, первым упо-
мянул о возможности процессов, получивших затем наи-
менование рекуперации энергии, Бауэр в своей замеча-
тельной книге «Теоретическая биология», опубликованной
в 1935 г. [23]. Бауэр считал, что в клетке макромолекулы
белков находятся в особом деформированном состоянии.
Во время ферментативной реакции белки переходят в рав-
новесное состояние, а выделяющаяся при этом энергия
используется на преодоление активационного барьера
катализируемой реакции. Энергия, освобождающаяся в ре-
зультате самой реакции, в свою очередь не диссипирует,
а возвращает молекулу белка в исходное деформированное
напряженное состояние. Следует признать, что смелость
и глубина гипотезы Бауэра поразительны (напомню, что
она была высказана в 1935 г., когда еще и речи не было о
конформационных изменениях белков). Последующие ав-
торы немногое добавили к концепции Бауэра (если не счи-
тать терминологии).

Термин «рекуперация энергии» ввел Кобозев в I960 г.
[24], говоря о возможном физическом смысле предло-
женного им же так называемого эффекта аггравации [25],
т. е. неспецифического влияния большого размера мо-
лекулы катализатора на скорость катализируемой реак-
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•ции. Согласно Кобозеву, роль макромолекулы белка
в ферментативном катализе заключается в том, что с ее
помощью реализуется использование энергии, выделяю-
щейся в ходе реакции, для активации каталитического
центра.

Более конкретный физический механизм рекуперации
энергии при ферментативном катализе был предложен
в работе Хургина, Чернавского и Шноля [26]. В ней вы-
сказывается предположение, что освобождающаяся в ходе
катализируемой реакции энергия запасается в макромо-
лекуле фермента в форме упругой деформации и сохра-
няется в этом виде вплоть до начала следующего каталити-
ческого акта. Весьма приблизительные расчеты, проведен-
ные авторами и исходящие из представления о молекуле
белка как об упругом твердом теле, показали, что воз-
можно запасание достаточного количества энергии (по-
рядка 10 ккал/молъ) и распространение области упругой
деформации на всю глобулу (примерно на 50 А). Естест-
венно, расчет такого типа ничего не доказывает и ничто
не опровергает.

Наиболее важным в цитируемой работе было разделе-
ние степеней свободы макромолекулы на обычные и «кон-
структивные» (механические) и постулирование медленно-
сти диссипации энергии, заключенной в этих выделен-
ных степенях свободы.

Те же идеи были развиты в дальнейшем Чернавским
и Хургиным в их выступлениях на V Международном сим-
позиуме по химии природных соединений в июне 1970 г.
в Риге. Авторы пришли к выводу, что для одностадийных
ферментативных процессов (особенно если функция фер-
мента состоит в снижении энтропийной части активацион-
ного барьера) нет необходимости в рекуперации энергии.
Для многостадийных же ферментативных процессов за-
пасание и рекуперация энергии необходимы для постадий-
ного изменения структуры, т. е. для создания оптимальной
структуры при переходе от одной стадии процесса к
другой.

Источниками энергии, запасаемой ферментом, могут
быть сорбция субстрата на ферменте, экзоэнергетические
стадии самого ферментативного процесса.

Весьма четко описал общий механизм ферментативного
катализа, основанный на представлении о рекуперации



148 ФИЗИКА ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА [ГЛ. 6

энергии, Шноль [27]. Он пишет: «Конформация свободной
молекулы фермента отличается от конформации белка
в фермент-субстратном комплексе. Макромолекула белка
устроена так, что после того, как первый акт превра-
щения субстрата осуществился (после случайной тепло-
вой флуктуации), выделяющаяся энергия переводит мо-
лекулы фермента в особое неравновесное состояние —
в состояние термодинамически невыгодной конформации,
в котором по кинетическим причинам (большой актива-
ционный барьер) макромолекула может находиться доста-
точно большое время (вообще, по-видимому, такая форма
сохранения неравновесности может быть очень долгожи-
вущей).

Неравновесная макромолекула может перейти в но-
вое вероятное состояние лишь при контакте с субстра-
том. Получается забавный, но вполне реальный парадокс:
субстрат катализирует переход фермента в равновесное
состояние. Зато сам субстрат претерпевает необходимые
превращения, активационный барьер которых понижает-
ся за счет конформационной энергии макромолекулы
фермента».

Достоинства этого варианта объяснения ферментатив-
ной активности очевидны. Конформационные изменения
оказываются необходимыми на всех стадиях катализируе-
мых превращений. Однако изложенные теоретические
представления обладают двумя весьма существенными
недостатками.

Во-первых, остается абсолютно неясным физический
механизм, по которому локальный микрохимический
акт направленно индуцирует переход всей макромоле-
кулы белка в деформированное состояние с повышенной
конформационной энергией. Ничего, кроме утверждения
«молекула белка устроена так, что...», этот вариант
объяснения пока не дает.

Во-вторых, непонятен механизм срабатывания энер-
гии, запасенной в виде .упругой деформации всей кон-
формационно измененной макромолекулы; рассматривая
фермент как конструкцию, как машину с выделенными
степенями свободы, авторы не задаются вопросом, ка-
кой смысл в данном случае приобретает понятие энергии
активации, величину которой должна понизить эта запа-
сенная энергия (см. также [28, 29]).
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§ 6.3. КОНФОРМАЦИОННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ — ОБЯЗАТЕЛЬНЫЙ
ЭТАП ФЕРМЕНТАТИВНОГО ПРОЦЕССА

В гл. 5 были приведены многочисленные данные, сви-
детельствующие о том, что локальные химические изме-
нения в белках, обусловленные, например, изменением
заряда активной группы (окислительно-восстановитель-
ные процессы), присоединением низкомолекулярного сое-
динения и т. п., вызывают, как правило, конформацион-
ные изменения, затрагивающие всю макромолекулу. По-
скольку образование фермент-субстратного комплекса яв-
ляется необходимым этапом любого ферментативного
процесса, можно думать, что при ферментативном катали-
зе всегда наступают изменения конформации макромоле-
кулы фермента. В настоящее время можно утверждать, что
это положение экспериментально доказано. Мы рассмотрим
ниже несколько примеров, иллюстрирующих сказанное.

Естественно, приведенные в § 5.6 результаты рентгено-
структурных исследований, свидетельствующие, о сущест-
венных конформационных изменениях белка, сопровож-
дающих функционирование «почетных ферментов» — ге-
моглобина и цитохрома с, также могут рассматриваться
как подтверждение сформулированного выше тезиса.

Каине и Сыолтер [30] подробно изучили влияние
комплексообразования с субстратом, связывания акти-
вирующих катионов и повышения температуры на состоя-
ние макромолекулы белка одного из важнейших фермен-
тов — пируваткиназы. Эффекты, вызываемые всеми этими
воздействиями, были качественно одинаковыми. Кон-
формационные изменения регистрировали с помощью
дифференциальных спектров поглощения в области 2800—
3000 А. Наблюдавшиеся изменения формы спектров сви-
детельствовали о резких изменениях в окружении некото-
рых ароматических хроматофоров, например трипто-
фана, а именно о переходе от водного к гидрофобному
окружению. По-видимому, нет никакого сомнения в том,
что присоединение субстрата (пирувата), активирующих
катионов и изменение температуры приводят к однотип-
ным значительным конформационным изменениям гло-
булы пируваткиназы.

Весьма интересные данные о конформационных из-
менениях этого же фермента под действием субстрата
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были получены Ройбеном и Каине [31] с помощью метода
ЯМР на ядре стабильного естественного изотопа таллия
Т1205 (ядерный спин 72). В работе изучался комплекс
пируваткиназы с ионами Т1+ и Мп2 + (оба иона являются
активаторами фермента). Параметры регистрируемого
спектра ЯМР Т12 0 5 позволяют определить расстояние меж-
ду ионом Т1+ и парамагнитным ионом Мп2+, связанными
разными группами белка. Для исходного белка это рас-
стояние оказывается равным 8,2 А. Присоединение суб-
страта (фосфофенолпирувата) уменьшает расстояние меж-
ду ними почти вдвое (до 4,9 А). Это однозначно свиде-
тельствует о существенных конформационных изменениях
белка, сопровождающих связывание фосфофенолпирувата.

Серия важных исследований конформационных пре-
вращений фермента аспартаттранскарбамилазы (АТКА)
была выполнена Хаммесом с сотрудниками (см., напри-
мер, [32]). АТКА катализирует образование карбамил-
а-аспартата из а-аспартата и карбамилфосфата на первом
этапе биосинтеза пиримидинов. Фермент характери-
зуется четвертичной структурой и состоит из шести ката-
литических субъединиц (молекулярный вес каждой
33 000) и шести регуляторных субъединиц (молекулярный
вес каждой 17 000). Молекулы субстратов взаимодейст-
вуют только с каталитическими субъединицами. Молеку-
лы активатора (АТФ) и ингибитора (ЦТФ, Br-ЦТФ) свя-
зываются только регуляторными субъединицами, в ре-
зультате чего соответствующим образом меняется
активность каталитических субъединиц фермента. Авторы
[32] исследовали кинетику различных переходов натив-
ного фермента и отдельных субъединиц из одного кон-
формационного состояния в другое под действием моле-
кул субстратов, активатора и ингибитора в различных
сочетаниях. Регистрацию проводили с помощью диффе-
ренциальных спектров поглощения в ультрафиолетовой
области, в работе применяли кинетические релаксационные
методы. Были обнаружены различные типы конформа-
ционных превращений длительностью от сотен микросе-
кунд до десятков миллисекунд. Быстрые конформационные
переходы связаны с каталитическими, а медленные —
с регуляторными процессами.

Интересные результаты были получены также при ис-
следовании одного из самых распространенных фермен-
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тов — d-глицеральдегид-З-фосфодегидрогеназы (ГАФД),
которая катализирует процесс окислительного фосфо-
рилирования d-глицеральдегид-З-фосфата до 1,3-дифосфо-
глицериновой кислоты с НАД+ в качестве кофермента.
Молекула фермента состоит из четырех субъединиц. Ме-
тодом спиновых меток Бальтазар [33] показал, что ком-
плексообразование с коферментом приводит к конформа-
ционным изменениям белка в области активного центра
(см. также [34]).

Более подробно процесс образования комплекса меж-
ду ферментом ГАФД и коферментом НАД+ был изучен
Киршером с сотрудниками [35, 36]. Авторы исследовали
дифференциальные спектры поглощения (в области 3000—
5000 А) растворов фермента в присутствии НАД+ при раз-
ных температурах и кинетику перехода от одного состоя-
ния в другое при мгновенном изменении температуры
(метод температурного скачка с мертвым временем около
2-10~в сек). Обращает на себя внимание резкая зависи-
мость спектра от температуры между 3 и 40° С без изобе-
стической точки. Это может свидетельствовать о посте-
пенном изменении окружения хромофора при повышении
температуры за счет конформационной перестройки бел-
ковой глобулы. Действительно, методом температурного
скачка обнаружен быстрый мономолекулярный релакса-
ционный процесс (т <^ Ю~5 сек), связанный не со сме-
щением равновесия между ферментом и коферментом при
изменении температуры, а с перестройкой окружения
хромофорной группы активного центра. Релаксационные
процессы, обусловленные конформационными изменения-
ми фермента за счет диссоциации или присоединения ко-
фермента при мгновенном изменении температуры, более
медленны (х от 0,1 до 3 сек в зависимости от концентрации
кофермента). Методом остановленного потока удалось
установить, что комплексообразование с НАД+ происхо-
дит в две стадии: за быстрой бимолекулярной стадией
(к ~ 105 молъ~1'сек~у) следует медленная мономолекуляр-
ная релаксационная стадия (к ~ 0,3 сек~1).

Существенные результаты были за последние годы по-
лучены методом спиновых и флуоресцентных меток.
Хорошие обзоры этих работ можно найти у Лихтен-
штейна [37—39]. Сущность метода спиновых меток,
природа информации, извлекаемой из изменений пара-
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метров сигнала ЭПР метки при изменении состояния
среды, ее окружающей, обсуждаются в специальных ис-
следованиях [40—46]. Интересные конкретные данные
были получены в работах [47, 48]. В глутаматаспартат-
трансаминазе при воздействии на активный центр специ-
фических субстратов и ингибиторов конформационные из-
менения регистрируются по изменению спектра ЭПР мет-
ки, локализованной на расстоянии 16—18 А от активного
центра. Особенно важны результаты, полученные тем же
методом при исследовании действия специфических ин-
гибиторов на лизоцим — сравнительно простой фермент
без четвертичной структуры. Изучены также конформа-
ционные изменения миозина во время ферментативного
гидролиза АТФ [49—54]. С помощью спиновой метки,
присоединенной к S-1-тиоловой группе белка на расстоя-
нии более 6 А от активного центра, было установлено,
что в процессе ферментативного гидролиза конформацион-
ное состояние молекул миозина отличается как от свобод-
ного миозина, так и от равновесного комплекса миозина
с продуктом реакции АДФ.

§ 6.4. ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ НА ФЕРМЕНТЫ
И НА АКТИВАЦИОННЫЕ ПАРАМЕТРЫ
ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ

Все результаты предыдущей главы, относящиеся к
влиянию температуры на конформацию белков, к непри-
менимости уравнения Аррениуса для процессов с участием
белков, к отсутствию физического смысла активационных
параметров этих процессов, к так называемому компенса-
ционному эффекту, сохраняют полную силу и при рас-
смотрении ферментативных реакций. Ряд эксперименталь-
ных данных гл. 5 по температурной зависимости теплот
взаимодействия белков с низкомолекулярными вещества-
ми, свидетельствовавших о постепенной перестройке
структуры белка и об изменении пути реакции с измене-
нием температуры, непосредственно относился к процес-
сам взаимодействия ферментов (химотрипсин, альдолаза
и др.) с ингибиторами. В этом параграфе будут более
подробно рассмотрены данные по активационным пара-
метрам ферментативных реакций и их зависимости от тем-
пературы, рН, ионной силы и т. д.



§ 6.4] ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ 153

Общие закономерности активационных параметров
ферментативных реакций подробно обсуждены в работе
автора [55]. Незначительные изменения фермента, выз-
ванные, например, изменением солевого состава раствори-
теля или переходом от одного изозима к другому, могут
привести к резким смещениям значений АЕа и ASa (опре-
деляемых по Аррениусу), которые, однако, не сопровож-
даются существенными изменениями скорости реакции.
Так, например, лактатдегидрогеназа (ЛДГ) сердечной
мышцы лягушки представлена тремя изозимами: АААА,
ВВАА и ВВВВ (молекула фермента с четвертичной струк-
турой состоит из четырех субъединиц двух возможных
типов А и В). ЛДГ скелетной мышцы лягушки представ-
ляет собой чистый изозим АААА. Скорости каталитичес-
кого превращения почти одинаковы для ЛДГ сердечной
и скелетной мышц, отличаясь лишь примерно в 10 раз
(свободные энергии активации AFa равны 22,8 и
24,1 ккал/моль соответственно). Однако энергия активации
АЕа для этих препаратов равны 59,1 и 29,5 ккал/молъ,
a ASn — 109 и 15,9 э. е. соответственно. При переходе
от ЛДГ сердечной к ЛДГ скелетной мышцы в арре-
ниусовском выражении для константы скорости экспо-
ненциальный сомножитель возрастает примерно в 1021 раз,
а предэкспоненциальныи сомножитель уменьшается
приблизительно в 1020раз. Трудно представить себе физи-
ческие механизмы, ответственные за столь большие из-
менения активационных параметров одинаковых про-
цессов, почти не отличающихся по единственной непосред-
ственно измеряемой характеристике — скорости реак-
ции [56].

Существенные изменения активационных параметров
с практическим сохранением скорости процесса для одного
и того же фермента часто наблюдаются при смене субстра-
тов. Так, например, бимолекулярная константа скорости
образования фермент-субстратного комплекса для химо-
трипсина равна 6,6 молъ~1-сек~1 (при рН 7,8, 25° С, с ме-
тилгидроциннаматом в качестве субстрата). При перехо-
де к другому субстрату — метил-с1-р-фениллактату в тех
же условиях эта константа равна 4,0 моль'1- сек"1, т .е .
скорость реакции становится меньше приблизитель-
но в 1,6 раза. Вместе с тем определенный по Аррениусу
предэкспоненциальныи множитель при этом уменьшается,
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а экспоненциальный возрастает на 5—6 порядков (см. [57]).
Таких примеров можно привести множество.

Особенно большое внимание уделено в литературе
температурной зависимости активационных параметров.
Наиболее часто обсуждается ситуация, когда активацион-
ные параметры испытывают при определенных значениях
температуры скачкообразные изменения (изломы на
аррениусовских анаморфозах). Соответствующий мате-
риал собран во многих обзорах и оригинальных публика-
циях (см., например, [38, 55, 58, 59]). По существу, речь
идет о тех же эффектах, что были отмечены выше: некото-
рое воздействие сравнительно слабо влияет на скорость
реакции, но сильно — на измеряемые по Аррениусу
активационные параметры. В литературе существуют
три типа объяснений этих изломов. Объяснения первого
типа сводятся к тому, что на самом деле никаких резких
изменений истинных активационных параметров нет и
ферментативные процессы подчиняются уравнению Арре-
ниуса с одной энергией активации (см., например, [57]).
Могут происходить достаточно плавные изменения эф-
фективных активационных параметров, связанные с тем,
что исследователь измеряет не истинную константу ско-
рости элементарной стадии, а суммарную скорость про-
цесса, определяемую различными элементарными равно-
весиями и скоростями, что может привести к самой
причудливой температурной зависимости наблюдаемых
активационных параметров. Этот тип объяснения сейчас
редко встречается в литературе, так как было выполнено
большое число исследований, в которых измеряли тем-
пературную зависимость скоростей отдельных стадий фер-
ментативного процесса и получали однозначные доказа-
тельства наличия достаточно, резких (на протяжении
2—3° С) изменений активационных параметров. В каче-
стве примера можно привести работу Тальского и Мюл-
лера [60], в которой детально (с интервалами около 0,5° С)
определялись температурные зависимости как суммарной
скорости гидролиза цитидин-2',3'-монофосфата рибонук-
леазой, так и константы комплексообразования субстрат —
фермент'. Было обнаружено, что изломы на аррениусов-
ских анаморфозах на самом деле представляют собой
непрерывные переходы сложной формы, занимающие от
1,5 до 3° С.
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Одно время было весьма распространено мнение, что
изломы на аррениусовских анаморфозах свидетельствуют
о протекании исследуемой реакции в две последователь-
ные стадии с разными энергиями активации, причем каж-
дая стадия лимитирует измеряемую скорость процесса
в своей области температур выше или ниже точки перехода
(см., например, [61]). Отметим, что достаточно резкий пе-
реход может наблюдаться лишь в том случае, если энер-
гии активации двух стадий отличаются более чем на
16 ккал/молъ [62, 63], а это в большинстве случаев не реа-
лизуется. Кроме того, ясно, что при таком объяснении
стадия с большей энергией активации должна лимити-
ровать скорость процесса в области низких температур,
а стадия с меньшей энергией активации — в области вы-
соких температур. Это действительно часто наблюдается.
Так, например, фермент гипоксантинфосфорибозилтранс-
фераза, который катализирует перенос фосфорибозиль-
ного остатка с 5-фосфорибозилпирофосфата на гипоксан-
тин, дает четко выраженный излом на аррениусовской
анаморфозе при 23° С. В области низких температур
АЕа = 51,0 ккал/молъ, а при большей температуре
АЕа = 13,1 ккал/молъ, что соответствует скачкообразному
увеличению экспоненциального сомножителя (и умень-
шению предэкспоненциального) в выражении для констан-
ты скорости примерно на 28 порядков (см. [64]). Вместе
с тем встречаются и прямо противоположные ситуации.
Так, весьма близкий фермент инозинмонофосфатпирофос-
фатфосфорибозилтрансфераза дрожжей [65] дает излом
на аррениусовской анаморфозе при 19° С. В этом случае,
однако, в области низких температур АЕа = 5,7 ккал/молъ,
а при температуре, большей 19° С, повышается до
11,3 ккал/молъ, что соответствует понижению экспонен-
циального и увеличению предэкспоненциального сомно-
жителей более чем на 4 порядка.

Наиболее распространена сейчас третья гипотеза; со-
гласно этой гипотезе изменение активационных парамет-
ров процесса с температурой происходит вследствие кон-
формационного перехода макромолекулы фермента, ко-
торая может существовать в двух формах, обладающих
разными свойствами, в том числе различными значениями
АЕа катализируемой ферментом реакции. Так, например,
в работе [66] обнаружено, что аррениусовская анаморфо-
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за для оксидазы d-аминокислот испытывает (в случае
окисления d-аланина) излом при 14° С; при большей тем-
пературе АЕа = 10,3 ккал/молъ, при меньшей АЕа =
= 16,9 ккал/молъ. В этой же области температур (меж-
ду 10 и 20° С) наблюдается изменение седиментационной
константы, оптической плотности в ультрафиолетовой
области спектра и интенсивности триптофановой флуорес-
ценции. Следует отметить, что изменения в ультрафиоле-
товых спектрах поглощения носят в этом случае непре-
рывный характер и AD представляют собой линейную
функцию от температуры без изломов. Температурную
же зависимость флуоресценции триптофана действительно
можно интерпретировать как переход молекул из одной
конформации в другую, одна из которых стабильна при
температуре, меньшей 10° С, а другая — при температуре,
большей 20° С. Авторы оценили энтальпию перехода и
нашли АН ;=Ь 78 ккал/молъ. Если строить аррениусов-
скую анаморфозу не для аланина, а для d-метионина, то
изменение активационных параметров регистрируется не
при 14, а при 24° С. Приведенные данные не позволяют усо-
мниться в том, что в исследованном интервале температур
действительно происходят некие структурные изменения
фермента. Однако нет никаких однозначных доказательств
того, что переход происходит именно в точке излома арре-
ниусовской анаморфозы. Создается впечатление, что по-
ложение перехода зависит от способа регистрации.

Аналогичным образом интерпретировали Лерер и
Баркер 167] результаты своего исследования кинетики
расщепления фруктозодифосфата ферментом альдолазой.

Они измеряли температурные зависимости термодина-
мических параметров суммарной реакции (по константе
равновесия катализируемой реакции), образования ком-
плекса субстрат — фермент (по константе Михаэлиса),
а также активационных параметров (по Уюакс)- Аррениу-
совская анаморфоза лучше всего аппроксимируется двумя
прямыми, пересекающимися при 25° С. Эта температура
и принята за температуру, при которой происходит пере-
ход между двумя «конформерами». Анаморфоза практи-
чески одинаково хорошо описывает экспериментальные
данные если принять для энтальпии этого конформацион-
ного перехода любое значение от 10 до 1000 ккал/молъ.
В табл. 6.2 приведены результаты измерений свободной
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энергии AF, энтальпии АН и энтропии AS исследован-
ных процессов при температурах ниже и выше темпера-
туры конформационного перехода.

Таблица 6.2

AF,
ккал/молъ

АН,
ккал/молъ
AS, э. е.

Суммарная
реакция

нише
(21,2° С)

выше
(30° С)

Комплексообра-
зование

ниже
(20° С)

выше
(31,9° С)

Активация

нише
(20° С)

выше
(31,9°

температуры конформационного перехода

6,5

14,30

26,5

6

10

13

4

6

8

—7,2

11,5

63,8

—7,4

-13,8

—20,9

15,4

18,2

9,2

15,

13,

—7,

С)

5

4

3

Из табл. 6.2 видно, что если судить по единственным
непосредственно измеряемым величинам — свободным
энергиям превращения или активации, то практически
никакого перехода не наблюдается. Различие между кон-
формерами возникает только в результате использования
уравнений Вант-Гоффа или Аррениуса.

Иногда для объяснения экспериментальных данных
не хватает двух конформеров. Так, например, аррениу-
совские анаморфозы для реакции синтеза из АДФ и глю-
козы АТФ и глюкозо-1-фосфата, катализируемой фермен-
том пирофосфорилазой, выделенной из Rtiodospirillum
rubrum, в присутствии и в отсутствие активатора (пиру-
ват) имеют весьма сложный вид [68]. Без пирувата кри-
вая температурной зависимости спрямляется в аррениу-
совских координатах для температур ниже 26° С. Для
этих температур измеряемая энтальпия активации равна
14,2 ккал/молъ. При повышении температуры анаморфо-
за перестает быть прямолинейной, измеряемая энтальпия
активации быстро падает, становясь при 32° С практи-
чески равной нулю, а выше 38° G отрицательной величи-
ной. В присутствии пирувата энтальпия активации оста-
ется постоянной (11,2 ккал/молъ) вплоть до 32° С и стано-
вится равной нулю лишь при 52° С. Эти результаты
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удается объяснить, если постулировать существование трех
конформеров, между которыми возможны обратимые
переходы: двух «низкотемпературных» и одного «высоко-
температурного».

В работе [53] изучена температурная зависимость
спектров ЭПР спин-меченого миозина и его комплекса
с АДФ в интервале от —2 до +37° С. Измеряли время
корреляции (Ткорр) спин-метки, ковалентно связанной
с SH-группами миозина. Было обнаружено, что при свя-
зывании АДФ структура белка в окрестности спин-метки
становится более рыхлой. Кроме того, характер измене-
ний Ткорр с температурой допускает двоякое объяснение.
1. При изменении температуры происходят более или ме-
нее непрерывные структурные изменения белковой мат-
рицы, и для каждой температуры в среднем существует
своя конформация молекул миозина. 2. В растворе при
каждой температуре существуют несколько вполне оп-
ределенных форм белка, равновесие между которыми сме-
щается с изменением температуры. Для описания изме-
нений Ткорр от —2 до +37° С в этом случае пришлось
бы предположить, что в растворе находятся в равновесии
при каждой температуре по крайней мере пять структур-
ных форм фермента.

Авторы склоняются в пользу первого предположения.
Из всего материала, изложенного в этой и предыду-

щей главах, ясно, что температурные аномалии фермента-
тивных реакций возникают в результате незаконного при-
менения уравнения Вант-Гоффа и Аррениуса при обработ-
ке экспериментальных данных. В области температур, зна-
чительно меньших температуры, при которой происходит
разупорядочивание, денатурация белковой молекулы,
при любом изменении температуры происходит большая
или меньшая перестройка белковой глобулы. По-видимо-
му, обычно такая перестройка затрагивает конфигурацию,
а не конформацию глобулы (см. § 4.4). С повышением тем-
пературы глобулу слегка «ведет», как проволочную кон-
струкцию. В § 5.6 подробно разобрано, к каким след-
ствиям это может привести при обработке эксперимен-
тальных данных по кинетике процессов с участием белков
обычными методами газовой кинетики. Все сказанное
в § 5.6 в полной мере относится и к ферментативным про-
цессам.
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Может возникнуть вопрос: не противоречит ли утверж-
дение об обычно плавных, постепенных изменениях кон-
фигураций глобул с температурой многочисленным экс-
периментальным данным, свидетельствующим о часто
наблюдаемых внезапных изменениях с температурой физи-
ческих свойств исследуемых систем: интенсивности флуо-
ресценции метки или «собственной» аминокислоты,
времени корреляции спиновых меток и т. д.? Это противоре-
чие кажущееся. Во всех случаях наличие таких скачко-
образных изменений связано с изменением взаимодей-
ствия низкомолекулярного индикатора с окружающими
его группами белковой глобулы. С изменением температу-
ры расположение белковых групп постепенно меняется,
а размеры низкомолекулярного индикатора остаются
практически постоянными. Расстояние между индикато-
ром и белковыми группами меняется с температурой по-
степенно, но вследствие экспоненциального короткодей-
ствующего характера межмолекулярных сил взаимодей-
ствие резко меняется при прохождении белка через опре-
деленную конфигурацию, соответствующую определенной
температуре. Таким образом, наблюдаемые скачки безу-
словно свидетельствуют о том, что в исследуемой области
температур происходят какие-то конфигурационные из-
менения белковой глобулы (может быть, и непрерывные),
но точное положение этих скачков характеризует скорее
метод регистрации, чем сам белок.

§ 6.5. ФИЗИКА ЭЛЕМЕНТАРНОГО АКТА
ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА [69]

Подведем некоторые итоги. Анализ данных, приведен-
ных в двух последних главах, заставил нас прийти к сле-
дующему выводу: при протекании ферментативной реак-
ции макромолекула фермента претерпевает обязательные
для выполнения своей функции изменения конструкции —
конформационные превращения. Мы убедились в том, что
измеряемые, вернее, рассчитываемые с помощью уравне-
ний Аррениуса и теории активированного комплекса акти-
вационные параметры ферментативных реакций (даже
относящиеся к отдельным химическим стадиям многоста-
дийного процесса), как правило, лишены того смысла,
который они имеют для классических газовых реакций,
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а возможно, и вообще лишены физического смысла. Тем
не менее в своем анализе мы явно или неявно исходили из
того, что какие-то истинные активационные параметры
АЕа и ASa ферментативной реакции существуют, только
мы не умеем их измерять. На чем основано это предполо-
жение о существовании истинных активационных пара-
метров? Мы видели, что формальное подчинение тем-
пературной зависимости скорости реакции уравнению
Аррениуса не может служить обоснованием какой-либо
теории. Предположение о существовании истинных АЕа

и ASa основано только на привычке интерпретировать
результаты кинетических измерений с помощью уравне-
ний типа Аррениуса. По-видимому, никаких других обос-
нований этого постулата не существует.

Что означает принятие такого постулата? Оно означает
допущение правильности следующей общей картины про-
текания химического превращения. При данной темпера-
туре существует определенный путь реакции, соответ-
ствующий данному, наименьшему из возможных значению
активационного барьера АЕа. Скорость реакции опреде-
ляется числом молекул, энергия которых достаточна для
преодоления этого активационного барьера. Изменение
скорости с температурой происходит по двум причинам:
1) может измениться *) активационный барьер, и 2) с ро-
стом температуры растет количество богатых энергией
молекул.

Фактически эти две причины температурной зависимо-
сти относятся к разным процессам. Изменение активацион-
ного барьера связано с конформационными или конфигу-
рационными превращениями макромолекулы, а рост числа
богатых энергией молекул относится к молекулам суб-
страта, претерпевающим химическое превращение. Та-
ким образом, постулат о существовании истинных энергий
и энтропии активации основан в конечном счете на отде-
лении химической реакции субстрата от конформацион-
ного превращения фермент-субстратного макромолеку-
лярного комплекса. В ряде случаев это разделение и,
следовательно, вся картина справедливы и для реакций
белков. Однако, как правило, в свете всего приведенного

*) Даже не термодинамически, т. е. не удовлетворяя усло-
вию (5.3).
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в этой главе материала такое разделение вряд ли можно
считать законным. Химическое превращение субстрата, со-
провождающееся разрывом связей или образованием но-
вых связей или и тем и другим, происходит одновременно
с конформационным превращением всего макромолеку-
лярного фермент-субстратного комплекса.

Сформулируем теперь новую концепцию элементарного
акта в ферментативном катализе. Эта концепция основана
на постулате, согласно которому конформационное изме-
нение субстрат-ферментного комплекса, следующее за
присоединением субстрата к активному центру фермента,
носит характер релаксации и включает в себя, кроме
разрыва старых и образования новых вторичных связей
в макромолекуле белка, также химические изменения суб-
страта, превращающие его молекулу в молекулу или
молекулы продукта. Элементарный акт ферментативной
реакции заключается в конформационном изменении ма-
кромолекулы {фермент-субстратного комплекса), и ско-
рость превращения субстрат — продукт определяется
скоростью этого конформационного изменения.

Прежде чем рассматривать общую схему ферментатив-
ного процесса в рамках предлагаемой концепции, обсудим
вопрос о смысле утверждения о релаксационном характере
конформационных изменений. Можно представить сле-
дующую последовательность событий, происходящих
после локального мгновенного изменения в активном цен-
тре (изменение заряда, присоединение молекулы субстрата
или ингибитора и т. д.). Наиболее сильные изменения
электронной структуры и геометрии активного центра и
субстрата происходят за время колебательной релаксации
(т ~ 10"12—10~13 сек). По-видимому, именно они в основ-
ном обусловливали наблюдавшиеся в работе [70] измене-
ния оптической плотности при фотодиссоциации окси-
или карбоксигемоглобина под действием лазерных вспы-
шек (см. выше § 5.4). Запаздывание этих изменений отно-
сительно вспышки не удалось зарегистрировать при
временном разрешении порядка 10~9 сек. Как уже было
сказано, такие практически мгновенно реализующиеся из-
менения затрагивают только молекулу субстрата и непо-
средственно контактирующие с ней в фермент-субстратном
комплексе атомные группы активного центра. Таким об-
разом, после окончания релаксации колебательных

6 Л. А. Блюменфельд
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степеней свободы активного центра возникает следующая
ситуация. Субстрат и его ближайшее окружение находятся
в новом локально равновесном состоянии, а остальная
часть макромолекулярного комплекса остается неизмен-
ной. Возникает стерическое напряжение.

Релаксация к новой равновесной конформации всей
макромолекулы должна происходить в два этапа. Прежде
всего должны возникнуть изменения, не требующие моди-
фикации способа замыкания вторичных связей в макро-
молекуле (т. е. изменения, названные в гл. 4 конфигура-
ционными и затрагивающие конфигурацию макромолекулы
вблизи активного центра, но не ее общую конформа-
цию). Эти изменения требуют согласованного движения
ряда атомных групп и происходят поэтому значительно
медленнее первичных изменений в активном центре.
Как правило, изменения участков макромолекулы вблизи
активного центра должны в свою очередь вызывать измег
нения электронных характеристик последнего. По-види-
мому, небольшие дополнительные изменения оптической
плотности в спектре гема, наблюдавшиеся в уже цити-
рованной выше работе [70] через 10~7—10~8 сек после фото-
диссоциации, отражают именно вторичные процессы это-
го типа.

Дальнейшие изменения макромолекулы связаны с ре-
лаксацией к новому конформациопному состоянию, по-
явившемуся или ставшему кинетически доступным в
результате происшедших локальных микрохимических из-
менений.

В ходе такой релаксации фермент-субстратного ком-
плекса, которая может длиться миллисекунды и более,
и реализуется, согласно сформулированному выше по-
стулату, катализируемое химическое превращение (см.
§ 5.4) •).

Рассмотрим на основе предложенного нами постулата
абстрактную схему ферментативного процесса. Пусть
катализируемая реакция заключается в разрыве одной из
связей молекулы А — В, состоящей из двух атомных
групп А и В, которые в результате реакции превраща-
ются в отдельные молекулы:

А - В -• А + В. (6.4)

*) О временах перестройки макромолекул см. также [71].
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Пусть такое превращение одной молекулы сопровождается
в данных условиях (температура, состав среды и т. д.) по-
нижением полной энергии системы на AU0.

Реакция (6.4) может включать в себя не только разрыв
связи А—В, но и присоединение, например, протона и

и

А-В+Е -i*-(A-B)E —-а- АЕВ Д - Е + А + В - U

Рис. 6.2. Схема энергетических изменений на разных стадиях фер-
ментативного катализа.

Сплошные линии — полная система (субстрат + фермент); пунк-
тир — подсистема (1) (субстрат + активный центр); точечный пунк-
тир — подсистема (2) (остальной фермент). Шкалы энергии для всех

систем произвольны.

иона гидроксила к группам А и В (если речь идет о реак-
ции гидролиза). Эти изменения, так же как и изменения
сольватации, вносят свой вклад в AU0. При изучении
энергетики различных стадий такой схематической фер-
ментативной реакции мы в дальнейшем будем также
рассматривать только изменения энергии системы, сопро-
вождающие превращения одной молекулы (макромоле-
кулярного комплекса). Именно поэтому везде будет идти
речь о полной энергии системы, а не о ее свободной энер-
гии (подробнее см. гл. 8).

Проведем теперь этот процесс каталитически с участием
специфического фермента Е. Реакция, естественно, рас-
падается на следующие стадии (рис. 6.2).

с*
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а) Образование специфического фермент-субстратного
комплекса:

А—В + Е - > ( А — В ) Б . (а)

Эта быстрая стадия реакции представляет собой обычный
химический процесс, и то обстоятельство, что один из
реагентов, Е, является макромолекулой, никак не сказы-
вается на его протекании. Можно считать, что квазирав-
новесие стадии а устанавливается при неизменной конфи-
гурации большей части молекулы белка. В этом смысле
данная стадия проходит неадиабатически *) . Конформа-
ция Е становится неравновесной, так как возникает новое
кинетически достижимое конформационное состояние
фермент-субстратного комплекса с более низкой энергией.
Таким образом, малая часть комплекса (А — В)Е вблизи
активного центра с электронной и геометрической структу-
рой, претерпевшей небольшие изменения в результате
присоединения субстрата, является квазиравновесной,
а основная часть (А — В)Е, конформационная релак-
сация которой протекает медленно, стала неравновесной.
Пусть полная энергия системы понижается в результате
стадии а на А?7а. Эту величину можно формально разде-
лить на две части:

= AU™ + AU%\ (6.5)

где AU^ — изменение энергии быстро релаксировавшей
и изменившей конфигурацию части комплекса вблизи
активного центра, a Д£/а

2) — изменение энергии основной
части молекулы, не успевшей испытать конформационное
превращение. Очевидно, А?7а

2) ^> 0, так как неизменная
конформация стала неравновесной и в областях, примы-
кающих уже к измененному активному центру, должны
возникнуть напряжения. Поскольку было принято, что

*) Здесь и в дальнейшем термины «адиабатический» и «не-
адиабатический» употребляются в том смысле, какой они имеют в
механике. Пусть рассматриваемую систему можно разделить на
две подсистемы так, чтобы идущий в системе суммарный процесс
тоже можно было разделить на два процесса, один из которых (про-
цесс 1) представляет собой возмущение, инициирующее процесс 2.
Пусть характерные времена процессов 1 и 2 равны хх и т2 соответ-
ственно. Тогда процесс 1 называется неадиабатическим, если тх <
< т2, и адиабатическим, если тх J> т2.
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полная энергия в результате стадии а понижается
(ДС/а < 0 ) , то отсюда следует, что | AU'^ | > | AUa |
и AU{» < 0 .

b) Медленная релаксация фермент-субстратного ком-
плекса к новому равновесию и превращение субстрат—
продукт:

(А - В)Е -> АЕВ, (Ь)

где Е — новое конформационное состояние фермента.
Химические изменения субстрата реализуются как часть
конформационного изменения макромолекулярного ком-
плекса. Поскольку стадия b имеет релаксационный ха-
рактер, энергия системы понижается (А27ь < 0 ) . Чисто
формально можно снова выделить часть ДС/ь1', относящую-
ся к субстрату и непосредственно примыкающим к нему
областям активного центра, и часть AUb\ относящуюся
к остальной части макромолекулы. Знак AU'^ зависит
от конкретной природы химических превращений суб-
страта и структуры активного центра. Пусть (для опре-
деленности) Д С 7 ^ > 0 . Тогда AU4} <0 и | Д£/{,2)| >
^> | AZ7t |. Поскольку именно на стадии Ь реализуется
химическое превращение субстрата, она и является эле-
ментарным актом ферментативной реакции.

c) Распад комплекса фермент — продукт:

АЕВ -> Ё + А + В. (с)

Подобно стадии а, эта стадия представляет обычное хими-
ческое превращение с быстрыми локальными изменениями
в области активного центра и сольватационными изме-
нениями продуктов реакции, переходящих в объем.
Фермент остается в конформационном состоянии Е, кото-
рое становится неравновесным и напряженным. Пусть
AUC < 0 . Тогда, очевидно,

ДГ7™ < О , AU™ > 0, | AU™ | > | AUf |.

Поскольку в результате прохождения стадий a, b и с
молекула фермента снова стала свободной, но конформа-
ционно неравновесной, очевидно, что

ДС/f + ДЕ42) + AUf > 0. (6.6)
Это отражено на рис. 6.2.
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d) Медленная конформационная релаксация фермента
к исходному равновесному состоянию свободной макро-
молекулы:

Е -> Е. (d)

При этом AJ7d = Alff < 0 , Af/d" = 0. Очевидно, что

ДЕ7а + Atfb + AUC + AUa = AC70. (6.7)

Быстрые химические стадии а и с, протекающие неадиа-
батически относительно медленных конформационных из-
менений макромолекулы, могут идти и с небольшим по-
вышением~энергии системы. При статистическом рассмо-
трении каталитического процесса в макрообъеме это"отра-
зится на квазиравновесной концентрации комплексов
(А — В)Е и АЁВ. По-видимому, однако, скорость про-
цесса в большинстве случаев лимитируют медленные
релаксационные стадии b и d. Естественно, в конкретных
ферментных системах могут реализоваться более сложные
случаи, когда после первой релаксации, не сопровождаю-
щейся химическим превращением субстрата или кофак-
тора, к ферменту присоединяется вторая молекула суб-
страта или кофактора, после чего снова происходит
конформационное изменение, уже ведущее к химическим
превращениям. Соответствующая модификация схемы не
представляет труда * ) .

Перейдем к кинетическим аспектам проблемы. В рам-
ках развиваемых в этой книге представлений скорость
химического превращения субстрата совпадает со скоро-
ростью конформационной релаксации фермент-субстрат-
ного комплекса (стадия Ь), т. е. со скоростью движения
системы по пути, определяемому^выделенными механиче-
скими степенями, свободы, которые заданьГконструкцией
макромолекулы * * ) . В процессе релаксации энергия си-
стемы в целом непрерывно понижается. Можно, конечно,

*) Об электроняо-конформационных взаимодействиях и их
возможной роли в ферментативном катализе см. также (3, 17].

•*) Это не исключает возможности ситуации, при котеройско-
•рость образования свободного продукта определяется стадией d.
Предложенная схема, конечно, идеализирована. Если константа
связывания продукта с Ё больше, чем с Е, то спорость появления
свободного продукта может лимитироваться релаксационной ста-
дией d.
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формально выделить смещения атомов, непосредственно
ответственные за изменения конфигурации молекулы
субстрата, за ее химическое превращение, и утверждать,
что одновременно происходящие изменения в других
частях макромолекулы приводят к понижению эффектив-
ного активационного барьера этого превращения. Именно
яаличие выделенных механических степеней свободы
позволяет рассматривать смещения, происходящие в уда-
ленных друг от друга областях макромолекулы, как со-
вершающиеся в один акт, причем нет никакого смысла
пользоваться понятиями энергии и энтропии активации,
что делается в теории активированного комплекса. Как
было сказано выше, термодинамическое условие (5.43)
в данном случае не выполняется. В тех сравнительно
узких температурных пределах, в которых обычно про-
водятся кинетические исследования ферментативных про-
цессов, зависимость скорости от температуры может
достаточно хорошо описываться экспоненциальной функ-
цией. Однако мы уже видели выше, к каким ошибкам мо-
жет привести формальное применение уравнений типа
Аррениуса для определения активационных параметров
ферментативной реакции. По существу, никаких актива-
ционных параметров в обычном химическом смысле этого
понятия в данном случае просто нет. При изменении тем-
пературы скорость релаксационной стадии Ь изменяется
не потому, что изменяется число молекул с энергией,
достаточной для преодоления некоего активационного
барьера, а потому, что изменяется исходная конформация
макромолекулы, а следовательно, путь и скорость ее
последующей релаксации *) . Кроме того, изменение ис-
ходной конформации макромолекулы может привести
к уменьшению числа молекул субстрата, которым на ста-
дии а удается образовать «правильный» фермент-суб-
стратный комплекс, т. е. комплекс, конформационная
релаксация которого сопровождается химическим превра-
щением субстрат — продукт. Вероятно, в большинстве
случаев конкурентный ингибитор отличается от субстрата
именно тем, что индуцированное им конформационное
превращение не затрагивает химических связей ингиби-

*) Конечно, сама скорость релаксации должна зависеть от
температуры, но, по-видимому, эта зависимость практически ни-
когда не является лимитирующей.
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тора. В этом смысле можно сказать, что вдали от темпера-
турного оптимума некоторые молекулы субстрата ведут
себя как молекулы конкурентного ингибитора. Во всяком
случае температурная зависимость скорости ферментатив-
ной реакции по обе стороны температурного оптимума
объясняется только одной причиной, а именно изменения-
ми конфигурации белковой глобулы с температурой.
Безусловно, не исключена возможность того, что лими-
тируют скорость суммарного процесса не релаксационные
стадии Ь и d, а химические а и с. Однако такие случаи,
вероятно, являются исключением, а не правилом.

Эти соображения допускают экспериментальную про-
верку. Можно думать, что конформационные и конфигу-
рационные изменения белка под действием таких неспе-
цифических агентов, как температура и р Н , протекают еще
медленнее, чем специфические изменения, индуцируемые
субстратом. В этом случае может возникнуть ситуация,
при которой скорость ферментативного процесса при «но-
вой» температуре (рН) будет соответствовать «старой»
температуре (рН). Такие явления были действительно об-
наружены для ферментативных реакций гидролиза АТФ
миозином и мочевины уреазой [73]. В этой работе было
показано, что с температурой или рН меняется не только
конформационное состояние, но и путь конформационной
релаксации фермента во время каталитического акта.
Было установлено, что для исследованных процессов тем-
пературная зависимость скорости ферментативной реак-
ции определяется не изменением числа молекул, способ-
ных преодолеть активационный барьер, а изменением
исходного состояния и пути конформационной релак-
сации фермент-субстратного комплекса.

Кроме того, роль релаксационных стадий велика и по
другой причине. Энергия, которая может освобождаться
в результате протекания быстрых химических стадий,
как правило, рассеивается в тепло. Лишь медленные ре-
лаксационные стадии могут быть использованы для прове-
дения полезной работы при мышечном сокращении или
для обеспечения эндотермических процессов (подробнее
см. гл. 8).

Рассмотренная в этой главе новая релаксационная
концепция ферментативного катализа является, по суще-
ству, одним из возможных вариантов общей схемы белок—
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машина. Эта схема допускает и более традиционный под-
ход [74], согласно которому кинетически неравновесное
состояние системы после образования фермент-субстрат-
ного комплекса и локализация энергии на выделенных
степенях свободы используются для снижения актива-
ционного барьера.

I Релаксационная концепция и традиционный подход
имеют одну общую черту: механизмы прямой и обратной
реакции должны быть существенно различны. Это озна-
чает, что обе схемы могут работать только вдали от со-
стояния химического равновесия между субстратом и про-
дуктом. В противном случае наличие фермента должно
влиять на равновесие, что противоречит законам равно-
весной термодинамики.

Именно эти соображения лежат в основе критики,
которой подверглась релаксационная концепция в [75].
Совершенно ясно, что такая критика с тем же правом
может быть отнесена к любому варианту схемы белок —
машина, в том числе и к схеме «дыбы» [15].

Во всех случаях, когда фермент работает как механи-
ческое устройство, механизмы реакций вдали от состоя-
ния термодинамического равновесия и близ него должны
быть различны.

Рассмотрим с этой точки зрения предложенную здесь
релаксационную концепцию. Как ясно из изложенного
выше, ферментативный катализ химического превра-
щения!

S г± Р, (6.8)

где S — субстрат, а Р — продукт, вдали от химического
равновесия осуществляется согласно схемам

fta R b _ * с _ fcd

S + E—.rSE—>PE;rrz:P + E~»P + E, (6.9)

P + E ^ r P E - - ^ S E ^ S + E-^S + E. (6.10)
»-a' f-C

Прямая реакция описывается схемой (6.9), обратная —
схемой (6.10). Как уже подчеркивалось выше, элемен-
тарные акты быстрых стадий а, с, а' и с' протекают и
соответствующие квазиравновесия устанавливаются при
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неизменных конформациях белка. Релаксационные ста-
дии b, d, Ь' и d' можно описать двумя способами. Пере-
ход системы к новому конформационному состоянию после
присоединения субстрата (или диссоциации продукта)
к активному центру можно рассматривать как механиче-
ское движение вдоль выделенной степени свободы под дей-
ствием силы, возникающей на границе между отрелакси-
ровавшей и неотрелаксировавшей областями фермент-
субстратного комплекса. Это движение включает в себя
превращение субстрата в продукт (или продукта в суб-
страт для обратной реакции). Константа скорости такой
стадии, например къ, не является истинной константой
скорости определенной химической реакции. Ее значение
зависит от концентрации субстрата, отношения концен-
траций субстрата и продукта (т. е. от степени отклонения
от химического равновесия S j± P). В самом деле, благода-
ря относительной медленности релаксационной стадии Ь
элементарные акты стадии а могут происходить и во время
релаксациии, которая протекает, таким образом, не под
действием некой постоянной силы, а под влиянием после-
довательных толчков. Если концентрация субстрата очень
мала, то толчки происходят редко, фермент успевает
между ними вернуться к исходной конформации и резуль-
тирующая скорость релаксации уменьшается. Аналогич-
ным образом на стадию b будет действовать приближение
к химическому равновесию из-за повышения концентра-
ции продукта. Таким образом, необратимость стадии Ь
(как и других релаксационных стадий) обусловлена толь-
ко тем фактом, что система S—Р далека от термодина-
мического равновесия. Циклические конформационные
превращения фермента (Е -> Е ->- Е) обеспечиваются
энергией превращения S —*~ Р вдали от химического рав-
новесия.

Процесс конформяционной релаксации можно описать
и другим способом, а именно как последовательность
многих элементарных актов (повороты BOKDVF простых
связей, изменения валентных углов, разрыв и образова-
ние водородных связей и т. д.). Каждый из этих актов
обратим, но процесс в целом необратим, если система
S—Р не находится в состоянии химического равновесия.
Путь конформационной релаксации полностью определя-
ется конструкцией системы. Оба способа описания, по
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существу, идентичны иьприводят к одинаковым следстви-
ям. В рамках второго способа релаксационную стадию b
можно представить в виде

S + Е a SE — SE a ) z=r ЬЕ(2) ^ . . . ^ РЁ. (6.11)

S + E t 2 )

Естественно, результирующая константа кв представляет
собой сугубо эффективную величину.

Если концентрация продукта Р превышает равновес-
ное значение, то процесс протекает в обратном направле-
нии, через другие неравновесные конформационные состо-
яния (см. (6.10)), но все вышеприведенные рассуждения
остаются в силе. В условиях химического равновесия все
стадии становятся обратимым и схемы (6.9) и (6.10) объе-
диняются:

ka 11 *-a s -d

S + E P + E (6.12)
I» 1 if j * f i b "

„ —с' л

 к-ь'

Отношения концентраций свободных S и Р в равновесии
не зависят от присутствия фермента. В то же время зна-
чения констант скоростей^шеханических» стадий, вклю-
чающих конформационные изменения (т. е. кь, А_ь, кй,
к-а, кЬ', к_ъ>, кй', /c_d'), должны уменьшаться по мере
приближения системы к химическому равновесию. Для
настоящих механических систем равновесие означает
покой. Для таких систем, как макромолекулы белка,
можно ожидать заметного замедления релаксационных
стадий. Действительно, в работе 1/6] было показано, что
в условиях динамического окислительно-восстановитель-
ного равновесия не удается зарегистрировать конфор-
мационных переходов между равновесными^формами окис-
ленного и восстановленного цитохрома с. Можно думать,
что для большинства ферментативных процессов при
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приближении системы к условиям химического равновесия
релаксационные (и вообще «машинные») механизмы ката-
лиза перестают быть эффективными и заменяются обыч-
ными химическими реакциями субстрата с каталитиче-
скими группами активного центра, не требующими кон-
формационных изменений и возникновения напряженных
кинетических неравновесных состояний, которые направ-
ленно толкают систему вдоль координаты реакции. Хо-
рошо известно, что в клетке большинство ферментатив-
ных процессов реализуется в условиях, далеких от
химического равновесия (для данной реакции), и преиму-
щества «машинных» механизмов могут быть использованы
в полной мере.

§ 6.6. ДИНАМИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ ДЕЙСТВИЯ ФЕРМЕНТА

АСПАРТАТАМИНОТРАНСФЕРАЗЫ

За последние годы выполнено много исследований,
посвященных выяснению деталей механизма ряда кон-
кретных ферментативных процессов. Чем больше мы
узнаем, тем очевиднее становится механичность, машин-
ность, работы ферментативных конструкций. В настоя-
щем параграфе будут рассмотрены результаты подобных
исследований одного из наиболее хорошо изученных
ферментативных процессов — переаминирования а-амино-
кислот, открытого еще в 1937 г. Браунштейном и Криц-
ман [77]:

Н Н
I I

Ri—С—СООН + R2—С—СООН ̂  Rx—C-COOH + R2—С—СООН.
I II II I

NH2 О О NH2

(6.13)
Эту реакцию катализируют аминотрансферазы с пиридо-
ксальфосфатом (ПЛФ)

Н О

V
Н 2 О 3 РОН 2 СН | ОН

N СНз
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в качестве кофермента. Существенные результаты, про-
ясняющие механизм действия одного из таких пи-
ридоксалевых ферментов — аспартатаминотрансферазы
(ААТ), были получены в нескольких ведущих лаборато-
риях: у Браунштейна, Снелла, Хаммеса и др. Наше изло-
жение здесь основано на прекрасном обзоре Иванова и
Карпейского [78], работы которых внесли определяющий
вклад в создание модели. Даже если в отдельные детали
будущие исследования и внесут некоторые исправления,
можно не сомневаться в правильности общей картины
действия фермента, возникающей на основе проведенного
изучения.

В модельной конгруэнтной реакции ПЛФ играет роль
временного акцептора аминогруппы, превращаясь в пер-
вых стадиях реакции через альдимин и кетоимин в пири-
доксаминофосфат (ПМФ):

н к,—с— соон
н ,, п .. R— с— соон \
I " \ /Р -и.о " \ I / нн2ок,—с;—соон + с . ' C=N у*" сн, . *•_
[ Т +11,0 I I " -Н,0

N H 2 ^A. " /*К. хА^
ПЛФ Альдиммн Кетоимин

Н„С— NH,
R,—С— СООН + 1^

Г (6-14)
Затем ПМФ, взаимодействуя с соответствующей кетокис-
лотой R2—С—СООН, претерпевает те же превращения

II
О

в обратном направлении и образует ПЛФ и аминокислоту,
ААТ катализирует реакцию (6.14) между аспарагиновой
и а-кетоглютаровой кислотами. Белок состоит из двух
одинаковых субъединиц молекулярным весом по 45 000.
В исходном состоянии, когда кофермент находится в
форме ПЛФ, он образует альдиминную двойную связь
с e-NHa-rpynnofi одного из лизиновых остатков ААТ
(рис. 6.3). Однако в связывании белка с ПЛФ принимает
участие не только карбонильная группа последнего.
Было показано, что все заместители пиридинового кольца
взаимодействуют с теми или иными белковыми группами.
Существенную роль в связывании кофермента играет,



174 ФИЗИКА. ФЕРМЕНТАТИВНОГО КАТАЛИЗА [ГЛ. 6

по-видимому, фосфатная группа, находящаяся в форме
однозарядного аниона и взаимодействующая с одной из
катионных групп белка. Атом азота пиридинового кольца
ПЛФ акцептирует протон, по-видимому, от ОН-группы
тирозинового остатка белка и становится положительно
заряженным (гибридизация sp2). Образовавшийся таким

фен
Рис. 6.3. Пиридоксальфосфат в активном центре аспартатамино

трансферазы (по [78]).
Заштрихованные области соответствуют белку — апоферменту.

образом иминный азот взаимодействует с отрицательно
заряженным кислородом (Z) тирозинового остатка (силь-
ная водородная связь).

Имеются убедительные доказательства существования
заметного ван-дер-ваальсовского взаимодействия метиль-
ной группы ПЛФ с гидрофобным участком апофермента.
На основании сильного понижения рКк оксигруппы ПЛФ
в комплексе с ААТ по сравнению с рКй той же группы
в свободном ПЛФ (рК„ 6,2 вместо 10,5), которое нельзя
объяснить только за счет протонирования атома N кольца,
можно прийти к выводу, что вблизи оксигруппы находится
положительно заряженная группа апофермента Х+. Воз-
можно, этой группой является лизиновый остаток (см.
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рис. 6.3). Таким образом, в равновесном стабильном
комплексе кофермента ПЛФ с ферментом взаимодействия
осуществляются с помощью всех способных к связыванию
групп ПЛФ («многоточечное связывание», однозначно
фиксирующее ПЛФ на белке). Если исходными реаген-
тами являются свободные ПЛФ и апофермент, то комплек-
сообразование приводит к такому конформационному
изменению белка, которое позволяет возникнуть всем
вышеперечисленным связям и одновременно химически
модифицирует кофермент (образование альдиминной кова-
лентной связи и перенос протона к атому азота пириди-
нового кольца).

Проследим теперь за отдельными стадиями фермента-
тивной реакции (6.13), начиная от свободного фермент-
субстратного комплекса (1 на рис. 6.4).

Субстрат а-аминокислота (1-аспарагиновая кислота)
образует ионный (аминогруппа свободной аминокислоты
протонизована, а карбонильная ионизована при физиоло-
гических значениях рН) комплекс 2. Противоионом для
аминогруппы субстрата служит отрицательно заряженная
оксигруппа ПЛФ, а для карбонильной группы — один из
катионных центров белка. Следующим этапом должно быть
нуклеофильное присоединение аминогруппы субстрата
к двойной внутренней альдиминной связи C=N, соеди-
няющей карбонильную группу ПЛФ с лизиновым остат-
ком апофермента. Для образования этой связи необходимо
выполнение двух условий: а) аминогруппа должна перей-
ти из заряженной (—NHJ) в нейтральную (—NH2) фор-
му, и б) расстояние между атомом азота аминогруппы и
атомом углерода альдиминной связи C=N должно умень-
шиться от 3,5 А (сумма ван-дер-ваальсовских радиусов
С и N) до 1,5 А. Условие а) реализуется благодаря изме-
нениям рК NHj-грушш субстрата и оксигруппы ПЛФ
при комплексообразовании. Иванов и Карпейский пока-
зывают, что в фермент-субстратном комплексе должен
произойти перенос протона от —NHj-rpynnH субстрата
на —О~-группу ПЛФ (3 на рис. 6.4). Исследование с по-
мощью молекулярных моделей показало, что условие
б) выполняется, если повернуть кофермент вокруг оси,
образованной группами —СН3 и фосфата, фиксированны-
ми апоферментом (рис. 6.5). Для этого поворота нужно,
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чтобы разорвались связи ПЛФ с белком через атом
азота пиридинового кольца и через оксигруппу. Послед-
няя связь уже разорвана вследствие протонизации груп-
пы —О" (см. условие а)). Протонизация должна привести,
кроме того, к понижению основности атома азота кольца
и, следовательно, к разрыву его водородной связи. Связь
ПЛФ с лизином апофермента, однако, должна остаться,

Рис. 6.5. Пространственная структура фермент-субстратного ком-
плекса 3 (см. рис. 6.4) (по [78]).

Стрелки указывают направления поворота и смещений при переходе
к 4. Заштрихованы участки, относящиеся к апоферменту.

превратившись в процессе нуклеофильного замещения
из двойной в одинарную. Вероятно, именно конформацион-
ное релаксационное изменение, вызванное образованием
первоначального комплекса с субстратом, приводит к со-
ответствующему смещению лизинового остатка и, следова-
тельно, к повороту плоскости кольца ПЛФ вокруг оси
метил — фосфат *). Все химические изменения, в том
числе нуклеофильное присоединение субстрата, проис-
ходят в процессе этого конформационного превращения
(4 на рис. 6.4).

Затем должна образоваться двойная альдиминная
связь между карбонильным углеродом ПЛФ и'аминогруп-
пой субстрата с одновременным разрывом оставшейся

*) Это не обсуждается в обзоре Иванова и Карпейского.
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одинарной связи между этим углеродом и аминогруппой
лизина (5 и 6 на рис. 6.4). Возможно, конечно, что в фер-
ментативном процессе последние две стадии реализуются
в ходе конформационного превращения белка без фикса-
ции состояний 5 и 6. Таким образом, образование альдими-
на приводит к возникновению свободной аминогруппы
лизинового остатка апофермента в непосредственной бли-
зости от связи Си—Н—. Это способствует превращению

альдиминной| группировки^ \ C = N / " В кетоиминную
Н

-—N=CO^- с передачей протона на лизиновый остаток

и образованием карбаниона (7 на рис. 6.4). По всей
вероятности, именно взаимодействие с лизином приводит
к'конформационному превращению, которое в свою оче-
редь вызывает обратный поворот плоскости кольца кофер-
мента вокруг оси метил — фосфат (это также не обсуждалось
Ивановым и Карпейским). В результате карбанион сбли-
жается с протондонорной группировкой YH апофермента
(вероятно, YH представляет собой имидазол гистидино-
вого остатка), передающей протон на С" карбаниона
(8, 9 на рис. 6.4). Одновременно восстанавливается фик-
сация кофермента на белке остальными связями. Осталь-
ные стадии (состояния 10—12), приводящие в конце концов
к отделению кетокислоты и образованию ПМФ, очевидны
из рис. 6.4. Вероятно, аминогруппа ПМФ поддерживается
в нейтральной форме с низким значением рК (что необ-
ходимо для протекания второй половины процесса, начи-
нающейся с взаимодействия ПМФ со вторым субстратом —
а-кетокислотой) благодаря присутствию поблизости от нее
сильных катионных групп апофермента, в том числе
—NHJ-группы лизинового остатка (12 на рис. 6.4). Стадии
второй половины процесса повторяют в обратной последо-
вательности стадии первой его половины.

В обзоре Иванова и Карпейского, на основе которого
был рассмотрен механизм ферментативного переамини-
рования, приведены не только более подробные описания
структурных изменений, сопровождающих каждую ста-
дию, но и экспериментальные факты, подтверждающие
изложенные представления.
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Отметим, что две основные стадии процесса — нуклео-
фильное присоединение субстрата с образованием кова-
лентной связи и альдимин-кетоиминнаятаутомеризация,
идущая через стадию карбаниона *) , реализуются благо-
даря вполне определенным конформационным превра-
щениям макромолекулы,» обеспечивающим с исключи-
тельной точностью необходимые изменения ориентации
отдельных групп и расстояний между ними. Именно эти
механические стадии не позволяют подходить к описанию
и объяснению ферментативного процесса с позиций клас-
сической газовой химической кинетики.

§ 6.7. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В этой главе предложены новые представления о физи-
ческих механизмах элементарных актов в ферментативном
катализе. Из изложенного ясно, что проблема создания
количественной физической теории ферментативного ка-
тализа сводится к созданию количественной теории кине-
тики конформационной релаксации белковых макромо-
лекул и их комплексов. Работа в этом направлении прак-
тически еще не начата.

Следует помнить, что количественная физическая тео-
рия (даже если она будет создана) не может заменить су-
ществующие и в настоящее время широко используемые
(с моей точки зрения — необоснованно) полуколичест-
венные эмпирические подходы, основанные в конечном
счете на уравнении Аррениуса и теории активированного
комплекса. Экспериментаторам необходимы простые со-
отношения типа уравнения Аррениуса; кроме того, нужно
найти параметры, характеризующие кинетику процесса
и имеющие явный физический смысл. Поэтому еще более
важной задачей, нежели создание количественной физи-
ческой теории конформационной релаксации белков,
является формулировка новых полуэмпирических соотно-
шений и выбор новых параметров, которые, с одной сторо-
ны, помогут классифицировать и систематизировать ре-
зультаты экспериментальных исследований и позволят
ставить кинетические эксперименты более осмысленно,

*) Именно эта стадия лимитирует скорость всего процесса пере-
аминирования.
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чем это делается теперь, а с другой — будут хоть до ка-
кой-то степени правильно отражать физическую природу
процессов, протекающих при ферментативном катализе
биохимических реакций.

Вероятно, для создания таких полуэмпирических соот-
ношений необходимы экспериментальные исследования
кинетики ферментативных процессов, главным образом,
релаксационными методами, позволяющими характери-
зовать реагирующую систему в неравновесных конформа-
циях после мгновенного изменения условий (рН, темпе-
ратуры и т. д.).

Работы подобного типа сейчас проводятся на различных
ферментах.



Г Л А В А ?

ФИЗИКА ЭЛЕКТРОННОГО ПЕРЕНОСА
В БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМАХ

§ 7.1. ВВЕДЕНИЕ

К "числу проблем, решение которых, с одной стороны,
имеет достаточно общее значение для понимания функцио-
нирования биологических систем и механизма важных
биологических процессов, а с другой — доступно биоло-
гической физике уже сегодня, относится проблема физи-
ческих механизмов электронного переноса в биологиче-
ских структурах и процессах. Эта проблема представляет
не только самостоятельный интерес. С ней тесно связана
более общая проблема механизмов преобразования и ак-
кумуляции энергии в биологических системах, которой
будет посвящена следующая глава книги.

Электронный транспорт между окислительно-восста-
новительными переносчиками, вмонтированными в мем-
браны внутриклеточных структур, интенсивно исследуется
уже давно во многих лабораториях мира. Здесь будут рас-
смотрены физические аспекты переноса электрона между
закрепленными центрами. Основой нашего рассмотрения
будут служить экспериментальные данные по структуре
и функционированию цепей электронного переноса в мем-
бранах митохондрий, хлоропластов зеленых растений и
в хроматофорах фотосинтезирующих бактерий. Именно
эти цепи электронного переноса играют наибольшую роль
в таких важных процессах, как тканевое дыхание, фото-
синтез.

Рассмотрение гипотетических физических механизмов
электронного переноса в перечисленных выше биологи-
ческих системах потребует подробного анализа возмож-
ности квантовомеханического туннелирования.

Однако акты электронного переноса происходят не
только в цепях электронного транспорта. Еще работы
Михаэлиса, относящиеся к концу двадцатых годов нашего
века, и особенно развитие и распространение в биологии
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метода электронного парамагнитного резонанса со всей
очевидностью показали, что перенос электрона, сопровож-
дающийся образованием свободных радикалов и ион-ради-
калов, является обязательным этапом многих биохимиче-
ских реакций. Поэтому вопросу возникновения и гибели
свободно-радикальных состояний в биохимических про-
цессах и роли этих состояний будет посвящен специальный
параграф. Особенно большое внимание будет уделено
специфическим проблемам, возникающим при анализе
свободно-радикальных процессов, реализующихся на на-
чальных этапах световых стадий фотосинтеза (окисление
воды и выделение кислорода) и на конечных этапах тка-
невого дыхания (утилизация молекулярного кислорода
и образование воды). Механизмы этих противоположно
направленных процессов, требующих накопления высоко-
активных промежуточных продуктов в нескольких после-
довательных актах электронного переноса, остаются до
сих пор совершенно неясными.

Здесь мы сознательно опускаем рассмотрение огром-
ного количества работ, посвященных роли свободно-
радикальных состояний и^процессов при радиационных
поражениях и других патологических состояниях. Пола-
гаю, что имеющийся обширный ̂ экспериментальный ма-
териал еще слишком запутан, чтобы стать предметом
биофизического анализа.

Электронному транспорту в фотосинтезе и, возможно,
в тканевом дыхании предшествуют процессы образования
и разделения зарядов. В случае фотосинтетических систем
речь идет о процессах распада нейтральных возбужден-
ных электронных состояний молекул пигмента на элек-
троны и дырки, локализующиеся на химически активных
центрах структуры.

В течение ряда лет в научной литературе идет ди-
скуссия о роли в этих процессах полупроводниковых и
фотопроводниковых механизмов. Данной проблеме, а
также обсуждению более общего вопроса о применимости
концепций, выработанных в физике твердого тела, для
описания биологических систем и процессов также
будет посвящен специальный параграф.

Удобнее всего начать обсуждение с вопросов, связан-
ных с участием свободно-радикальных и ион-радикальных
состояний в биохимических реакциях.
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§ 7.2. СВОБОДНЫЕ РАДИКАЛЫ И ИОН-РАДИКАЛЫ
В БИОХИМИЧЕСКИХ РЕАКЦИЯХ

В 1929 г. Михаэлис [1], изучая окислительно-восста-
новительные реакции некоторых металлоорганических
комплексов методом потенциометрического титрования,
пришел к выводу, что процессы двухэлектронного окис-
ления или восстановления лигандов в этих комплексах
происходят ступенчато через две одноэлектронные стадии
с образованием промежуточных полувосстановленных
(полуокисленных) продуктов. Михаэлис высказал пред-
положение, что эти промежуточные продукты, названные
им семихинонами [2, 3], имеют характер свободных ради-
калов. Подобные промежуточные стадии были обна-
ружены также при протекании окислительно-восстано-
вительных превращений ряда красителей и хиноидных
соединений. Он считал, что одноэлектронные стадии явля-
ются обязательным этапом всех окислительно-восстано-
вительных реакций, в том числе и биохимических. На
модельных системах (красители, хиноны) с помощью
спектральных и магнитометрических методов Михаэлис
получил дополнительные свидетельства в пользу образо-
вания промежуточных полуокисленных или полувосста-
новленных продуктов типа свободных радикалов.

Первая экспериментальная работа, по-видимому, под-
тверждающая образование семихинонов в ходе биохими-
ческого процесса, принадлежит Хаасу, который обнару-
жил появление промежуточного окрашенного соединения
(по правильному предположению автора — фермент-суб-
стратного комплекса свободно-радикального" типа) в про-
цессе восстановления старого желтого фермента [4].
Затем Теорелл, Чане и другие авторы провели целый
ряд важных работ по изучению быстрых одноэлектрон-
ных стадий в окислительно-восстановительных фермента-
тивных процессах (см. прекрасный обзор Чанса в сборнике
«Свободные радикалы в биологических системах» [5]).
Однако наиболее существенный, с моей точки зрения,
шаг вперед был сделан в пионерской работе Коммонера,
Таунсенда и Пейка [6], которые впервые зарегистриро-
вали свободно-радикальные состояния в метаболизи-
рующих тканях и клетках животного и растительного
происхождения методом электронного парамагнитного
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резонанса. Затем эти результаты были подтверждены
другими авторами 17—9].

Возникновение семихинонов в процессе ступенчатого
окисления или восстановления удобнее всего рассмотреть
на примере взаимопревращения д-бензохинона и п-бен-
зогидрохинона. Эти процессы можно записать следующим
образом

Восстановление

а) '

ОН

Гидрохинон

б) 2

Диспропорционирование

О* О'

в)

Кислотно-основные превращения
семихинона

Кислотно-основные превращения
гидрохинона

(7.1)

Процесс (7.1а) представляет собой ступенчатое восста-
норление хинона (слева направо) и ступенчатое окисление
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гидрохинона (справа налево), идущие через промежуточно
образующийся семихинон в ион-радикальной форме.
Для протекания реакции восстановления необходимо
присутствие донора электронов, а для протекания реакции
окисления — присутствие акцептора электронов, роль ко-
торого обычно играет молекулярный кислород. Прямую
и обратную реакции диспропорционирования (7.16) также
необходимо учитывать в общей схеме взаимопревращений
хинона и гидрохинона. Семихинон и гидрохинон могут
находиться в различных состояниях ионизации в зави-
симости от рН среды (см. равновесия (7.1в), (7.1г)).
Семихинон наиболее устойчив в форме ион-радикала,
т. е. при высоких значениях рН среды. Поэтому, если про-
цессы (7.1а) вести в щелочной области рН, то в водных
системах удается получить достаточно большие концен-
трации промежуточных свободно-радикальных продуктов,
чтобы можно было зарегистрировать интенсивные сигналы
ЭПР. Кинетические и равновесные константы процессов
типа (7.1) были измерены в ряде работ (см., например,
[10]). Исследования таких модельных окислительно-вос-
становительных систем методом ЭПР подробно описаны
во многих монографиях и сборниках [11—14].

Естественно, что, когда в тканях и клетках животного
и растительного происхождения были обнаружены пара-
магнитные центры, дающие сигналы ЭПР, характерные
для органических свободных радикалов и ион-радикалов,
прежде всего было высказано предположение о тождестве
этих центров с семихинонами, образующимися в процессе
ступенчатого окисления или восстановления многих био-
химических соединений. Действительно, в цитоплазме и
субклеточных структурах содержится множество био-
химически активных веществ (витамины, коферменты и
электронные переносчики типа нафтохинонов, флавинов,
убихинона и др.), окисление и восстановление которых
должно происходить ступенчато с образованием проме-
жуточных свободно-радикальных продуктов. Вопрос этот,
однако, оказался значительно сложнее. Проблемы воз-
никновения, гибели, природы и роли в клетках пара-
магнитных частиц, дающих свободно-радикальный сиг-
нал ЭПР, далеко не решены. В последние годы в большин-
стве лабораторий мира в основном изучаются спект-
ры ЭПР внутриклеточных парамагнитных комплексов
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металлов, играющих важную роль в процессах электрон-
ного транспорта и превращения энергии в мембранных
структурах митохондрий и других органелл. К сожалению,
значительно меньше появляется работ, посвященных вы-
яснению физических и химических механизмов возник-
новения и функционирования свободно-радикальных пара-
магнитных центров в темновых внутриклеточных процес-
сах, хотя эти механизмы могут иметь принципиальное
биологическое значение. Рассмотрим основные факты,
сюда относящиеся, и сформулируем нерешенные вопросы.

В работах, проведенных в конце пятидесятых и на-
чале шестидесятых годов, исследовались, как правило,
лиофилизоеанные ткани и клеточные суспензии, что было
связано с недостаточной чувствительностью имевшихся
спектрометров. Лиофидизацию биологических объектов
проводят обычно следующим образом. Препарат быстро
замораживают жидким азотом или твердой углекислотой,
после чего удаляют воду возгонкой льда в вакууме. Счи-
талось, что в получаемом таким способом сухом (содержа-
ние воды 1,5—2%) порошке фиксируется состояние
(концентрации химических соединений, структуры ма-
кромолекул и надмолекулярных образований и т. п.),
«захваченное» в момент замораживания. В лиофилизо-
ванных препаратах многие авторы наблюдали сигнал ЭПР
в форме слегка асимметричного синглета с g-фактором,
близким к 2,00, с расстоянием между точками максималь-
ного наклона ДЯмакс ~ 8 гс и интегральной интенсивно-
стью, соответствующей концентрации ~10 1 7 спин/г.
По мере развития техники ЭПР-спектроскопии стали по-
являться исследования нелиофилизованных влажных пре-
паратов тканей [15—17]. Оказалось, что в нативных
нелиофилизованных препаратах также регистрируются
свободно-радикальные сигналы ЭПР, однако всегда ин-
тегральная интен'сивность последних (в аналогичных объ-
ектах) примерно на порядок меньше, а ширина в два раза
больше (Л.//маКс ~ 14—16 гс).

Изменение концентрации свободно-радикальных со-
стояний и формы их спектра ЭПР нельзя отнести за счет
процесса замораживания: известно, что параметры сиг-
налов ЭПР замороженных тканей не отличаются от соот-
ветствующих характеристик сигналов ЭПР свободно-
радикальных центров в нативных препаратах [18, 19].
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Таким образом, изменение этих параметров происходит,
по-видимому, в результате лиофилизации препарата.
В нашей лаборатории в течение ряда лет проводятся ис-
следования, имеющие целью выяснение природы наблю-
даемых изменений. Я остановлюсь на этих исследованиях
подробнее. Они интересны не сами по себе, а в связи
с теми вопросами, которые приходится ставить на основа-
нии полученных результатов и на которые пока нет окон-
чательных ответов.

Основные факты, относящиеся к процессу лиофилиза-
ции, изложены в работах [20, 21]. Прежде всего, оказа-
лось, что в лиофилизованных препаратах можно получить
свободно-радикальные сигналы ЭПР, идентичные тем,
которые наблюдаются в нативных или замороженных
препаратах. Для этого необходимо, во-первых, строго
соблюдать правила проведения лиофилизации, методика
которой была разработана Четвериковым [22]. Основные
требования заключаются в быстроте замораживания и
в поддержании низкой температуры замороженного препа-
рата до тех пор, пока содержание воды не станет меньше
4—5%. Во-вторых, нельзя допускать даже кратковремен-
ного контакта лиофилизованного препарата с атмосферной
влагой (существенна изоляция именно от паров воды,
а не от кислорода). В этих условиях лиофилизованные
препараты дают свободно-радикальный сигнал ЭПР (его
параметры: g = 2,0049, АНыа,кс я? 14,5 гс), неотличимый
от сигнала ЭПР нативных или замороженных препаратов
тканей (рис. 7.1, кривые А и Б). Даже кратковременный
контакт с влажным воздухом приводит к возникновению
на фоне этого «нативного» сигнала другого сигнала ЭПР
(g = 2,0057, ДЯмакс ~ 8 гс) в виде асимметричного
синглета (рис. 7.1, кривая В). Интенсивность сигнала
с g = 2,0057 растет с увеличением длительности контакта
с влагой (рис. 7.2), после чего парамагнитные центры мед-
ленно и, в конце концов, необратимо гибнут. Эти процессы
можно ускорить, повышая концентрацию паров воды и
скорость их поступления в образец. Таким образом, сво-
бодно-радикальные парамагнитные центры, дающие в жи-
вотных тканях узкий сигнал ЭПР с АЯмакс ~ 8 гс и
g = 2,0057, возникают в результате контакта лиофили-
зованного препарата с влажным воздухом. Лиофилизация,
точнее, предварительное уменьшение содержания воды
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в образце ниже уровня 15—20% является обязательным
условием появления этих центров. То же можно наблю-
дать и на препаратах растительных тканей [23]. Итак,
в качестве предварительного вывода можно утверждать,
что обезвоживание в результате лиофилизации приводит
к изменениям клеточных структур, вследствие которых

ZOzc

-Н

\ t
g=Z,03 g--2,Q036

Рис. 7.1. Спектры ЭПР препарата
печени крысы (по [21]).

А — замороженный препарат;
В — «правильно» лиофилизован-
ный препарат; В — препарат Б
после кратковременного контакта
с влажным воздухом. Сигнал
g = 2,03 принадлежит комплексу
негеминового железа в митохонд-

риях.

д=2,0036

Рис. 7.2. Сигнал ЭПР «пра-
вильно» лиофилизованного
препарата печени крысы до
(А) и после (Б) 24-часового
контакта с влажным возду-

хом (по [21]).

ступенчатому окислению и восстановлению с образованием
промежуточных свободно-радикальных форм подвергаются
значительно большие количества хиноидных соединений,
чем в клетках, не поврежденных лиофилизацией. По-ви-
димому, парамагнитные центры, ответственные за «на-
тивный» сигнал с g = 2,0049, возникают главным образом
в мембранах внутриклеточных органелл типа митохонд-
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рий [24], а парамагнитные центры, дающие артефактный
узкий сигнал лиофилизованных тканей с g = 2,0057,
сосредоточены в основном в клеточной плазме [25].

Анализ данных, относящихся к артефактным свободно-
радикальным центрам лиофилизованных препаратов, за-
ставил поставить неожиданные и принципиальные био-
физические проблемы, не решенные до настоящего времени.

Прежде всего следует отметить, что основные характе-
ристики сигналов ЭПР лиофилизованных тканей удается
воспроизвести на модели, адсорбируя ион-радикалы раз-
ных семихинонов на белковых подложках [26—29]. Белки
избирательно сорбируют ион-радикалы семихинонов,
смещая равновесие реакции (7.1) в сторону их образова-
ния, а сигналы ЭПР сорбированных ион-радикалов похо-
жи на артефактный сигнал ЭПР лиофилизованных тка-
ней. Важные результаты были получены с помощью так
называемого пароструйного метода [30], позволяющего
выдерживать препарат (ткань или сорбированные на бел-
ке модельные соединения) в заданной атмосфере со стро-
го постоянным содержанием воды в препарате и окружаю-
щей среде. В течение долгого времени полагали, что
как в тканях, так и в модельных системах семихиноны воз-
никают и гибнут только в результате процесса (7.1а),
идущего справа налево, т. е. в результате ступенчатого
окисления полностью восстановленных переносчиков типа
гидрохинонов, причем акцептором электронов (окисли-
телем) является молекулярный кислород. Однако ряд
фактов, полученных в уже цитированных выше работах
[20, 21], не согласуется с этим выводом. Речь здесь идет
о следующих фактах. При исследовании лиофилизован-
ного препарата ткани пароструйным методом удалось
установить, что если к газу-носителю (О2) добавить пары
органических растворителей, не содержащих воды (это
требует специальных мер'предосторожности), то наличие
кислорода не приводит к возникновению артефактного
сигнала ЭПР и вообще никак не влияет на изучаемые
свойства препарата (рис. 7.3). Пропускание паров воды
с инертным носителем (аргоном) вызывает возникнове-
ние и последующую необратимую гибель артефактных
сигналов ЭПР, причем в атмосфере аргона она идет значи-
тельно быстрее, чем в атмосфере О2. В качестве примера
на рис. 7.4 приведены две экспериментальные кривые.
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Небольшой подъем нижней кривой, наблюдающийся при
замене Аг на О2 через 40 мин, происходит за счет измене-
ния интенсивности нативного митохондриального сигнала
(АЯмакс ~ 14 гс). Некоторые детали кинетики возникно-
вения и необратимой гибели артефактных парамагнитных
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Рис. 7.3. Влияние примеси воды в толуоле на скорость возникновения
артефактного сигнала ЭПР при изучении лиофилизованного препа-

рата печени крысы пароструйным методом (по [20]).

центров в лиофилизованных тканях удается воспроизве-
сти на модельной системе, состоящей из щелочной фильтро-
вальной бумаги с адсорбированным на ней парабензохи-
ноном (полностью окисленная форма). Как и в случае
лиофилизованных тканей, О2 сильно замедляет гибель
семихинонов, вследствие чего максимум интенсивности
сигнала ЭПР значительно выше при проведении опыта
в атмосфере О2, чем в атмосфере Аг. Оказалось также,
что возникновение артефактных парамагнитных центров
в лиофилизованных препаратах тканей и их постепенная
необратимая гибель происходят только в том случае, если
содержание воды в препарате доведено в процессе лиофи-
лизации до величины, меньшей 20%, т. е. если оно не
превышает количества воды, жестко связываемого белко-
выми структурами клеток. Анализ имеющихся экспери-
ментальных данных позволяет прийти наследующим выво-
дам (см. например, [19]):
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Аг + Н,С

1. Артефактный сигнал лиофилизованных тканей обу-
словлен ион-радикалами семихинонов, возникающими не
только в результате одноэлектронного окисления элект-
ронных доноров, но и вследствие одноэлектронного восста-
новления полностью
окисленных форм хино-
идных соединений в
плазме клеток.

2. Одноэлектронное
восстановление в этом
случае сопровождается
постепенной необрати-
мой «гибелью» сигнала
ЭПР.

3. Процессы возник-
новения и необратимой
гибели ион-радикалов
становятся возможными
в результате каких-то
деструктивных процес-
сов, вызванных умень-
шением содержания во-
ды в клетках до 12—
15%.

4. Одним из основ-
ных источников ион-ра-
дикалов этого типа яв-
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Аг+Н 2 О
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Рис. 7.4. Необратимая гибель арте-
фактных свободных радикалов в лио-
филизованном препарате печени кры-
сы при пропускании паров воды с

инертным носителем (по [20]).

ляется аскорбиновая
кислота [31]. Парамет-
ры сигнала ЭПР анион-
радикала аскорбиновой
кислоты полностью совпадают с параметрами артефактно-
го сигнала ЭПР лиофилизованных тканей.

Исследования, проведенные в нашей лаборатории
в последнее время, показали, что на кинетические харак-
теристики артефактного сигнала ЭПР определяющее
влияние оказывает изменение окислительно-восстанови-
тельного потенциала среды при изменении содержания
воды, вызванное изменением окислительной активности
митохондрий и скорости диффузии кислорода.

Сформулированные выше выводы позволяют задать
вопрос: что может служить донором электронов в продес-
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сах восстановления полностью окисленных соединений
в лиофилизованных тканях и модельных системах? В свя-
зи с этим следует рассмотреть серию исследований, посвя-
щенных процессам одноэлектронного переноса между во-
дой и органическими электронными акцепторами в мо-
дельных системах.

Образование анион-радикалов при взаимодействии та-
ких нуклеофильных агентов, как ион гидроксила, алкок-
сианионы и др., с органическими электронными акцепто-
рами (хиноны, красители, нитросоединения, тетраци-
анэтилен, тетрацианхинодиметан и др.) установлено уже
давно [10, 32—39].

G наиболее сильными электронными акцепторами (типа
тетрацианэтилена) образование анион-радикалов удается
наблюдать при взаимодействии акцепторов А с водой при
нейтральных значениях рН. Однако в большинстве слу-
чаев приходится пользоваться щелочными растворами.
Скорость реакции и достижимые концентрации анион-
радикалов А~ (которые гибнут с большей или меньшей
скоростью в результате вторичных процессов) растут
с увеличением концентрации ОН~. Этот факт, а также
то обстоятельство, что характеристики реакции одинаковы
с самыми разными электронными акцепторами, позволили
предположить, что первый акт процесса одноэлектрон-
ного переноса происходит по схеме [33]

ОН- + А ^ О Н + А-. (7.2)

Кинетические исследования не противоречили этой схеме
[36, 40, 41]. Однако всегда можно было бы допустить
существование конкретных химических реакций (особых
для каждого типа А), в которых анион-радикалы возни-
кают в результате вторичных процессов, наступающих
после первичного нуклеофильного присоединения ОН~ к А
[10, 42]. Критерием правильности предположения о на-
личии первичного акта одноэлектронного переноса (7.2)
является обнаружение ОН-радикала.

В случае слабых электронных акцепторов образование
анион-радикалов не наблюдается даже при очень высоких
значениях рН. Однако этот процесс прекрасно идет при
воздействии излучением с длинами волн, лежащими в об-
ласти спектра поглощения акцептора. Специальные ис-
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следования показали, что акцепторами электронов слу-
жат тогда молекулы А в электронно возбужденном три-
плетном состоянии [36]. Для таких состояний перенос
электрона от иона гидроксила на молекулу А становится
термодинамически выгодным, и если стадия (7.2) действи-
тельно реализуется, то ОН-радикал должен возникать
в виде кинетически независимой частицы. И в самом деле,
ОН-радикалы в таких системах были обнаружены химиче-
скими методами [43]. Кинетика их образования совпадала
с кинетикой появления анион-радикалов А~, и исполь-
зованным методом удавалось перехватить около 80%
ОН-радикалов от теоретического выхода по схеме (7.2).
Таким образом, в случае фотоиндуцированного процесса
действительно происходит акт одноэлектронного переноса
от иона ОН~ на молекулу органического электронного ак-
цептора.

Такая простая схема, однако, как правило, не прохо-
дит в случае темновых процессов. Перенос электрона от
иона ОН~ к акцептору оказывается обычно термодинами-
чески невыгодным, и процесс (даже если учесть последую-
щие выгодные реакции ОН-радикала) должен был бы
идти настолько медленно, что его нельзя было бы зареги-
стрировать. Была предложена и экспериментально под-
тверждена схема, согласно которой в темновых процессах
(если не считать случаев особо сильных акцепторов типа
тетрацианхинодиметана) первый акт состоит из одновре-
менно протекающих процессов переноса электрона от ОН~
на А и фиксации возникающего ОН-радикала третьей
частицей, которой может быть другая молекула акцептора,
анион-радикала или любого органического соединения
[44, 45]. Фиксация ОН-радикала происходит либо в ре-
зультате присоединения по двойной связи, либо путем
дегидрирования молекулы. Во всех случаях образуются
активные свободные радикалы, испытывающие дальнейшие
превращения, которые приводят в конце концов к необ-
ратимой гибели семихинонов и их предшественников.
По-видимому, механизмы такого типа обусловливают обра-
зование продуктов нуклеофильного и электрофильного
замещения и являются основой многих реакций в органи-
ческой химии. Широкие исследования в этом направлении
уже проводились и продолжают вестись в разных лабо-
раториях [38, 46—48].

7 Л. А. Блюменфельд
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Предположение о том, что в лиофилизованных тканях
одним из доноров электронов, отдающих электроны моле-
кулам типа хинонов, также служит вода (или ион ОН~,
что одно и то же), с первого взгляда кажется абсурдным.
Ведь в модельных системах, в которых реализуется тем-
новой одноэлектронный перенос между ОН~ и А, прихо-
дится работать при значениях рН ^> 9—10, чтобы ско-
рость процесса обеспечивала возможность его регистра-
ции. Это условие обязательно выполняется всегда, когда
в качестве моделей пользуются теми бензо- и нафтохино-
нами, флавинами и другими электронными акцепторами,
которые имеются в клетке. Однако экспериментально по-
казано, что в присутствии белков при физиологических
значениях рН в растворе хинонов образуются семихи-
нонные свободные радикалы [49] по механизму одно-
электронного переноса от ионов ОН~ на молекулы хи-
нона. Это может обусловливаться следующими причина-
ми: локальным повышением эффективного значения рН
на поверхности белковой глобулы, стабилизацией ради-
калов белком и переносом электрона между удаленными
друг от друга частицами через связанную белком воду по
механизму Гротгуса.

Добавка к лиофилизованным препаратам тканей хи-
нонов приводит к возникновению под действием воды
ион-радикалов этих хинонов. Закономерности этого про-
цесса весьма напоминают закономерности процесса воз-
никновения и гибели собственных артефактных свободно-
радикальных центров в лиофилизованных препаратах.

Рассмотренные выше данные об актах одноэлектронно-
го переноса между водой (ионом ОН~) и органическими
электронными акцепторами, происходящих в модельных
системах и «неправильно» лиофилизованных препаратах
тканей, позволяют поставить вопрос о возможности су-
ществования аналогичных процессов в нативных биоло-
гических структурах. Иначе говоря, может ли вода (ионы
ОН~) принимать участие в биохимических окислительно-
восстановительных процессах как непосредственный
реагент (донор электронов)? (Естественно, речь здесь
идет не о реакции фотоокисления воды в фотосистеме II
высших растений и зеленых водорослей.) Такое предпо-
ложение было высказано в [50] на основании результатов,
полученных при исследовании связи митохондриального
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свободно-радикального сигнала ЭПР с окислительным
фосфорилированием. На основании некоторых экспери-
ментальных данных можно было высказать гипотезу
(совершенно не доказанную), что в дыхательной цепи
митохондрий половина электронов, поступающих через
цитохромную систему на молекулярный кислород, при-
ходит не от окисляемого субстрата, а от воды. Предполо-
жим на минуту, что это верно. Какова судьба ОН-ради-
калов, которые должны при этом возникать? Единствен-
ный способ избавиться от ОН-радикалов без вреда для
клетки — заставить их образовывать кислород. Это озна-
чает, что они должны по крайней мере попарно попадать
в «камеры», изолирующие их от органических структур
клетки, и рекомбинировать с образованием перекиси во-
дорода или подвергаться дальнейшему окислению до мо-
лекулярного кислорода, отдавая в цепь еще по одному
электрону (и по протону в среду). В первом случае пере-
кись водорода должна разлагаться каталазой *). При лю-
бом механизме перенос от воды четырех электронов при-
водит к выделению одной молекулы кислорода, т. е. точно
компенсирует лишний О2, поглощаемый в результате пе-
реноса этих электронов на цитохромоксидазу.

Таким образом, изучая суммарное поглощение кислоро-
да, нельзя доказать или отвергнуть это маловероятное
предположение.

Однако в живой природе есть системы, в которых моле-
кулы воды безусловно играют роль электронных доноров.
Речь идет о процессах фотоокисления воды с выделением
молекулярного кислорода в листьях зеленых растений и
в одноклеточных водорослях. Как известно (см., напри-
мер, [51]), эта реакция осуществляется в фотосистеме II,
причем акцептором электрона служит, вероятно, ион-ра-
дикал хлорофилла Chlag", образовавшийся в результате
фотоионизации активного центра фотосистемы II. Элект-
рон воды попадает в него не непосредственно, а через си-
стему переносчиков, в число которых, по-видимому, вхо-
дят ионы Мп2 + [52] и ионы С1~ [53]. Собственно, никакой
загадки само фотоокисление воды при фотосинтезе не пред-
ставляет. Практически в любых модельных системах с кра-

*) Это объяснило бы повсеместное присутствие каталазы в
клетках.

7 *
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сителями и другими органическими электронными акцеп-
торами возбуждение их светом приводит к фотоокислению
воды. Сродство к электрону возбужденной молекулы ак-
цептора или образовавшегося в результате фотоионизации
катион-радикала почти всегда достаточно велико, чтобы
сделать перенос электрона от молекулы воды (или иона
ОН~) термодинамически выгодным. Однако в модельных
системах фотоокисление воды обычно не сопровождается
выделением кислорода. Образующиеся в результате
переноса электрона от воды радикалы ОН' (или их ион-
ные формы Н 2 О + или О") настолько химически активны,
что моментально реагируют с другими химическими
соединениями (в первую очередь с самими органическими
электронными акцепторами), вызывая разнообразные и не-
контролируемые химические превращения. Таким образом,
загадочно не само фотоокисление воды, а механизм пре-
вращения ОН-радикалов в молекулярный кислород.
Вопрос можно сформулировать следующим образом: ка-
ким образом ОН-радикалы, образуемые в результате фота-
окисления воды в системе, содержащей огромные количе-
ства разнообразных органических соединений, превра-
щаются в О2 практически со 100%-ным выходом *)? Как
защищается растительная клетка от ОН-радикалов?
У эволюционно более древних фотосинтетических организ-
мов — фотосинтезирующих бактерий этой проблемы не
существует. Их первичные доноры электронов дают при
фотоокислении значительно менее активные свободные
радикалы (например, сернистые), которые могут превра-
щаться в конечные продукты (например, в свободную серу),
не разрушая внутриклеточные соединения. У этих орга-
низмов имеется только одна фотосистема, и для переноса
одного электрона от первичного донора к конечному ак-

*) В работе Вирке [54] приводятся рассуждения, согласно ко-
торым ОН-радикальная модель фотоокисления воды при фотосинте-
зе несовместима с некоторыми данными по выделению О2 при им-
пульсном освещении. Следует сказать, что ОН-радикальный меха-
низм выделения О2 является не одной из возможных, а единственной
моделью. Как бы ни проходило фотоокисление воды, отрыв одного
электрона от молекулы воды илп от иона ОН" должен привести к
возникновению ОН-радикала или эквивалентной частицы (Н2О+,
О"). Другое дело, что этот радикал может существовать не в виде
кттетически независимой частицы, а оказаться стабилизированным в
«клетке» или в лигандной сфере иона металла.



7.2] РАДИКАЛЫ И ИОН-РАДИКАЛЫ В БИОХИМИИ 197

вептору на световой стадии фотосинтеза требуется погло-
щение только одного кванта. Когда в ходе биологической
эволюции фотосинтезирующие организмы перешли от
дорогих» экзотических доноров к «дешевому» распрост-

раненному водному «топливу», произошла существенная
оерестройка фотосинтетического аппарата. Появилась фо-
тосистема II, предназначенная специально для фотораз-
дожения воды, и перенос одного электрона стал требовать
аоглощения двух световых квантов, что понизило к.п.д.
нроцесса. Можно думать, что переход на двухквантовый
механизм, обусловленный появлением фотосистемы II,
был вызван не тем, что фотоокислениё воды требует энер-
гии большей, чем может дать квант, поглощаемый актив-
ным центром фотосистемы I, а главным образом тем, что
потребовалось пространственно отделить место фотооки-
сления воды и образования активных ОН-радикалов от
уязвимых химических компонент клетки. Трудность проб-
лемы усугубляется тем, что для образования О2 требуется
но крайней мере два ОН-радикала, возникающие в непо-
средственной близости друг от друга, но не одновременно.
(Молекула кислорода может образоваться либо из четы-
рех молекул воды, отдающих акцептору по одному элект-
рону, либо из двух молекул воды, отдающих последо-
вательно по два электрона.) По всей вероятности, конст-
рукция, обеспечивающая стабилизацию ОН-радикалов
в фотосистеме II, содержит также ионы Мп2+, присутствие
которых обязательно для выделения О2.

«Изобретение» способа стабилизации ОН-радикалов,
«разработка» соответствующей молекулярной конструк-
ции, было одним из важнейших событий биологической
эволюции на нашей планете. Помимо того, что оно при-
вело к появлению молекулярного кислорода в атмосфере,
это «открытие» сделало возможным возникновение аэроб-
ных организмов, использующих системы тканевого дыха-
ния. Ведь терминальные стадии тканевого дыхания, в ко-
торых происходит восстановление О2 до Н2О,— процесс,
обратный окислению воды при фотосинтезе,— также обя-
заны проходить через этапы образования ОН-радикалов
в той или иной форме. Первый этап восстановления О2—
образование ион-радикала О., (анион радикала НО,).
По-видимому, в тех случаях, когда молекулярный кисло-
род восстанавливается, а универсальной конструкции
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для стабилизации ОН-радикалов и превращения их в воду
нет, роль этой конструкции выполняют специальные фер-
менты НО2-дисмутазы, широко распространенные среди
анаэробных и аэробных организмов [55, 56]. Интересно
отметить, что в активные центры таких ферментов входят
ионы металлов Mn 2 + {E. Coli [57] ) или Си2 + и Zn 2 + (ткани
млекопитающих [58]).

Едва ли не единственным лабораторным процессом,
в котором окисление воды приводит к выделению стехио-
метрических количеств кислорода, является электролиз
с использованием неокисляющегося анода. В таком слу-
чае образующиеся ОН-радикалы «ждут друг друга» и в кон-
це концов дают молекулярный кислород. Напрашиваю-
щаяся аналогия легла в основу представлений об элект-
ролизном механизме разложения воды при фотосинтезе
[59—61]. Были построены модельные фотобатареи с кра-
сителями — аналогами хлорофилла, дающими разность
потенциалов, в принципе достаточную для электролиза
воды [62]. Я полагаю, однако, что эти весьма важные
в практическом отношении представления и работы не свя-
заны непосредственно с истинной проблемой фотосинтети-
ческого выделения кислорода. Конечно, можно построить
фотобатарею (на органических системах или на селеновых
фотоэлементах — безразлично) и замкнуть ее полюсы через
электроды электролизера. Проблема заключается не в том,
как возникает энергия, необходимая для фоторазложения
воды, а в том, как устроена конструкция, стабилизирую-
щая ОН-радикалы и изолирующая их в химической си-
стеме, полной активных соединений. Никаких макро-
скопических пространственно изолированных электродов
из благородного металла в клетке нет. Можно, конечно,
называть «электродом» гипотетическую структуру из не-
скольких ионов металлов, захватывающую ОН-радикалы,
но это не проясняет вопроса.

Красновскому и Брин [63] удалось наблюдать выделе-
ние кислорода при освещении электронного акцептора
(феррицианида), сорбированного на поверхности ZnO
в водной суспензии. Их эксперименты были повторены
с органическими электронными акцепторами (типа хино-
ттов) и показали (методом с использованием Н2О

18), что
кислород выделяется в результате фоторазложения воды
[64]. Таким образом, в этой модельной системе (конечно,
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весьма далекой от фотосинтетических структур) образую-
щиеся ОН-радикалы стабилизируются и дают О2 в присут-
ствии органических соединений, которые в принципе
должны были бы их перехватывать. Возможно, изучение
подобных моделей поможет в решении физико-химической
загадки фотосинтетического образования молекулярного
кислорода из воды.

Из материала, изложенного в настоящем параграфе,
помимо всего прочего следует, что акты одноэлектронного
переноса должны служить промежуточными стадиями во
многих биохимических реакциях, которые обычно не
относят к категории свободно-радикальных. (Нужно пом-
нить, однако, что мгновенная концентрация свободно-
радикальных и ион-радикальных состояний может ока-
заться при этом весьма малой и ее нельзя будет зарегистри-
ровать.) Около 14 лет назад было высказано предположе-
ние [65], что в процессе окислительного фосфорилирования
должна возникать промежуточная полувосстановленная
ион-радикальная форма аденинового кольца, хотя фос-
форилирование АДФ относится к реакциям кислотно-
основного типа. В серии чрезвычайно интересных работ
Каюшин и его сотрудники [66—68] показали, что в ходе
обратной ферментативной реакции — гидролиза АТФ
миозином — возникают промежуточные свободно-ради-
кальные состояния, обусловленные, вероятно, актами од-
ноэлектронного переноса.

§ 7.3. ЦЕПИ ЭЛЕКТРОННОГО ПЕРЕНОСА
В МЕМБРАНАХ МИТОХОНДРИЙ И ХЛОРОПЛАСТОВ

Многие аспекты процессов электронного переноса
между окислительно-восстановительными центрами, фик-
сированными в мембранах митохондрий и хлоропластов,
нельзя обсуждать, не касаясь проблемы консервации энер-
гии, освобождающейся при таком переносе, т. е. проблем
окислительного и фотофосфорилирования. Эти вопросы
будут детально рассмотрены в следующей главе. В настоя-
щем параграфе речь будет идти о некоторых сторонах
проблемы электронного транспорта, поддающихся ана-
лизу независимо от проблемы консервации энергии.

Несмотря на то (а может быть, и вследствие того), что
число публикаций, посвященных переносу электронов
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в субклеточных мембранных структурах, огромно и растет
с каждым годом, число твердо установленных фактов и
общепринятых представлений невелико. Мы начнем наше
рассмотрение с цепи электронного транспорта (ЦЭТ) в ми-
тохондриях. По-видимому, ЦЭТ по основным своим харак-
теристикам одинакова во всех клетках и во всех организ-
мах. Под ЦЭТ мы будем понимать последовательность
переносчиков и процессов, осуществляющих перенос
электронов от НАД-Н или сукцината на молекулярный
кислород.

Кофермент НАД (никотинамидадениндинуклеотид) —
мобильный переносчик, ферментативно восстанавлива-
ющийся многими соединениями, в том числе компо-
нентами цикла Кребса, кроме янтарной кислоты (сук-
цината), которая способна отдавать электроны в дыхатель-
ную цепь, не пользуясь посредничеством НАД. Суммарно
реакцию восстановления можно записать следующим об-
разом:

НАД+ + е- + II -* НАД-Н. (7.3)

Специальными опытами с меченым водородом было пока-
зано, что в случае восстановления НАД+ этиловым спир-
том при участии фермента алкогольдегидрогеназы атом
водорода передается непосредственно от молекулы спирта
молекуле НАД. Вероятно, так же обстоит дело и при взаи-
модействии НАД+ с другими субстратами. По-видимому,
в дальнейших актах электронного переноса вдоль ЦЭТ про-
тоны не передаются непосредственно, а (в тех случаях,
когда это необходимо) уходят в воду или поступают
из нее.

Реакция (7.3) , вероятно, проходит через две одноэлект-
ронные стадии, но стационарная концентрация промежу-
точных свободных радикалов НАД* (или НАД-Н+)
настолько мала, что их пока не удалось обнаружить.

До сих пор мы даже точно не знаем состав ЦЭТ мито-
хондрий. Различные школы придерживаются разных взгля-
дов на участие некоторых компонент внутренней мембраны
митохондрий в ЦЭТ, на последовательность переносчиков
в ряде участков ЦЭТ. Мы не будем здесь рассматривать
огромный экспериментальный (главным образом биохими-
ческий) материал, свидетельствующий в пользу различ-
ных точек зрения. Различия между ними несущественны



%,S\ ЦЕПИ ЭЛЕКТРОННОГО ПЕРЕНОСА В МЕМБРАНАХ 201

ДЛЯ постановки тех вопросов более общего характера, ко-
торые представляют биофизический интерес. Поэтому мы
нрложим в основу изложения схему, рассматриваемую
чансом в одном из последних обзоров [69] (рис. 7.5).

Переносчики НАД-Н, флавопротеины (ФП) и убихинон
Х) могут в принципе акцептировать и отдавать по два

йлектрона: их полностью окисленные и полностью восста-
новленные формы отличаются друг от друга двумя элект-
ронными эквивалентами. Остальные компоненты ЦЭТ —

•,п„

FeS-II

1
цит й к — л и т Ьх •

|Цит

Рис. 7.5. Схема цепи электронного транспорта в митохондриях.

существенно одно электронные переносчики. Можно ду-
мать, что и переносчики первого типа, особенно флавопро-
теины и убихинон, работают в ЦЭТ как одноэлектронные
переносчики, переходя от полностью восстановленной
к полностью окисленной форме через промежуточное
ион радикальное семихинонное состояние (см. § 7.2) или
претерпевая окислительно-восстановительные превра-
щения только между семихиноннои и одной из предельных
форм. Так, например, флавопротеин, переносящий элект-
рон от НАДФ-Н к цитохрому с в ЦЭТ микросом, функцио-
нирует, испытывая окислительно-восстановительные пе-
реходы между семихиноннои и полностью восстановлен-
ной формами своего активного центра [70]. Рассмотрим
последовательно переносчики, приведенные на рис. 7.5.
Активным центром флавопротеина является флави-
надениндинуклеотид (ФАД) — производное изоаллок-
сазина.
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Ниже показан переход ФАД из хинонной формы
в гидрохинонную:

Н R Н R

II II
С N N О С N N - О
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В опытах й моделями и с изолированными флавопроте-

иновыми ферментами, не входящими в состав ЦЭТ, уда-
лось установить, что флавосемихиноны, возникающие в ре-
зультате ступенчатого окислительно-восстановительного
превращения флавина, сильно взаимодействуют с метал-
лами переменной валентности, прочно связанными с бел-
ком (см., например, [71—73]). Многие флавиновые фер-
менты содержат металлы переменной валентности. По-
видимому и в ЦЭТ митохондрий флавопротеины связаны
с железо-белками. Недаром полиферментные комплексы,
возникающие при ультразвуковой фрагментации мито-
хондриальных мембран и содержащие флавиновые фер-
менты, всегда содержат железо-белки (об этих так называе-
мых «гриновских комплексах» см. ниже). Каталитические
свойства очищенных флавопротеинов несколько отлича-
ются от их свойств в неповрежденной ЦЭТ митохондрий.
Небольшие изменения в методе экстракции (например,
повышение температуры от 30 до 37° С) меняют способ-
ность фермента взаимодействовать с различными акцеп-

орами. При извлечении флавопротеинов из ЦЭТ меня-
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втся действие на них некоторых ингибиторов (см., напри-
мер, [74]).

Комплексы белков с негемовым железом FeS (I, II,
III, IV) являются обязательной компонентой ЦЭТ. Из-
вестно о них (вернее, об их роли в электронном транспорте)
весьма мало, что объясняется техническими трудностями
наблюдений изменений их окислительно-восстановитель-
ного состояния в неповрежденных мембранных структурах.
Существенный прогресс начал намечаться лишь в самые
последние годы в связи с развитием метода ЭПР. Стали
известны некоторые данные о структуре активного центра
этих переносчиков: оказалось, что атомы железа связаны
с сульфгидрильными группами специфических белков.
Все больше появляется косвенных экспериментальных
данных, свидетельствующих о том, что белковые комплек-
сы негемового железа принимают участие в переносе
электронов вдоль ЦЭТ и в процессах консервации энергии
{75—79]. Как мы увидим ниже, аналогичный белок в хло-
ропластах, ферредоксин, действительно выполняет важ-
ные функции в ЦЭТ хлоропластов. В мембранах мито-
хондрий центров с негемовым железом больше, чем актив-
ных центров цитохромов. Тем не менее в литературе, в эк-
спериментальных и теоретических работах, до сих пор
значительно больше внимания уделяют роли цитохромных
ферментов, чем роли комплексов негемового железа.
Именно отдельным конкретным цитохромам приписывает-
ся в ряде частных теорий функция трансформаторов энер-
гии [69]. Я полагаю, что в основном это происходит потому,
что научные исследования обычно ведут по принципу
«ищи там, где светлее и легче». Четкие спектры погло-
щения цитохромов в видимой и ближней ультрафиолетовой
областях, испытывающие легко регистрируемые измене-
ния при окислительно-восстановительных превращениях
пигментов, сильно облегчают их исследование. Нет ни-
каких данных, свидетельствующих в пользу того, что бел-
ковые комплексы негемового железа играют меньшую роль
в электронном транспорте, чем цитохромы. Хотя, конечно,
все известные компоненты ЦЭТ несомненно работают как
одноэлектронные переносчики, не исключено, что для пра-
вильного ее функционирования необходим перенос двух
электронов по параллельным цепочкам переносчиков не-
сколько разного состава [80]. Не следует забывать (см.
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ниже), что, возможно, для синтеза одной молекулы АТФ
через переносчик-преобразователь энергии ЦЭТ должно
пройти два электрона. Железо-белки жестко связаны
с различными участками ЦЭТ и могут в ряде пунктов
играть роль таких параллельных переносчиков. Четкое
доказательство того, что для работы преобразователя
энергии, расположенного на участке ЦЭТ между НАД-Н
и УХ, необходим железосерный белок, представлено в ра-
боте [81] *).

Флавопротеин ФПц (сукциндегидрогеназа) реализует
(по-видимому, с железосерным белком FeS-II) свявь окис-
лительно-восстановительной пары янтарная — фумаро-
вая кислоты с главной ЦЭТ. Все сказанное обвФП1 можно
отнести и к этому флавопротеину (и, конечно, к сильно
флуоресцирующему флавопротеину ФПш)> образующему,
по-видимому, окислительно-восстановительную пару с ци-
тохромом 6 ,̂ но не входящему в ЦЭТ.

УХ (убихинон, или коэнзим Q), по некоторым предпо-
ложениям (см., например, [84]), служит подвижным пере-
носчиком, не фиксированным в структуре мембраны. Эти
предположения основаны на том, что из митохондрий УХ
экстрагируется органическими растворителями в низко-
молекулярной форме, не связанной с белками и лишшроте-
инами. Естественно, последнее обстоятельство нельзя счи-
тать сколько-нибудь убедительным доказательством. Мы
видели уже в предыдущем параграфе, что УХ должен быть
изолирован от воды в гидрофобных частях мембраны. Нет
никаких оснований считать его менее или более подвиж-
ным в мембране, чем другие окислительно-восстановитель-
ные центры. Как мы увидим ниже, все кинетические дан-
ные свидетельствуют о том, что цитохром с является столь
же структурно фиксированной компонентой ЦЭТ, как и
другие цитохромы, хотя экстрагируется значительно лег-
че, чем УХ. Кстати, нет полной уверенности в функцио-
нальной и структурной однородности убихинона мито-
хондрий. В «разобщенных» митохондриях с максимальной

*) В последние годы новые важные результаты по структуре и
функциям железосерных белков были получены при исследовании
спектров ЭПР митохондрий, тканей и отдельных металлопротеинов
при гелиевых температурах. Удалось идентифицировать новые ин-
дивидуальные белки, участвующие в процессах электронного пере-
носа и трансформации энергии [82, 83].
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скоростью электронного транспорта НАД-Н окисляется
несколько скорее, чем УХ [85]. Возможно, что в переносе
злектронов вдоль ЦЭТ принимает участие лишь часть
убихинона, молярное содержание которого в митохондри-
ях значительно превышает содержание других перенос-
чиков (см. [86]). Многие свойства УХ в митохондриях
изменяются при переходе от неповрежденных органелл к
продуктам их более или менее мягкого разрушения —
различного типа субмитохондриальным частицам, весьма
широко исследуемым в последние годы.

Цитохромы (Ьк, Ьт, c l7 с, а, а3) — это хромопротеиды",
простетическими активными группами которых являются
гемы, т. е. железопорфирины, различающиеся заместите-
лями в порфириновом кольце. Цитохромы fck и Ь7 содержат
химически одинаковые протогемы — комплексы железа
с протопорфирином IX. Деление на Ъц и Ьт обусловлено
небольшими спектральными различиями, различиями в
кинетике окислительно-восстановительных превращений и
во влиянии разобщителей, антимицина А (ингибитор),
АТФ и АДФ + Ф н на соотношение между окисленными
и восстановленными формами в стационарных состояниях
митохондрий и на кинетику окислительно-восстановитель-
ных переходов [69, 80, 87]. Очень интересны приводи-
мые Чансом данные, свидетельствующие о том, что состоя-
ние и функциональные характеристики цитохрома 6Т су-
щественно зависят от состояния соседнего переносчика —
цитохрома с1.

Цитохром сх имеет ту же простетическую группу (гемс),
что и подробно описанный в гл. 5 цитохром с, однако
молекулярный вес белка, приходящийся на одну простети-
ческую группу, равен 51 000, т. е. значительно больше,
чем в случае цитохрома с. Неизвестно, из скольких таких
единиц состоит «ансамбль» цитохрома сх в митохондриях.
Экстрагируется этот цитохром в виде полимера с молеку-
лярным весом около 360 000, т. е. полимера, состоящего
примерно из семи функциональных единиц, но, поскольку
при экстракции используют детергенты, последнее обстоя-
тельство ни о чем не говорит.

Цитохром с как индивидуальный белок изучен значи-
тельно лучше других переносчиков (см. гл. 5). Легкость
его экстракции гипотоническими солевыми растворами
не может служить доказательством того, что он является
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подвижным переносчиком, не фиксированным (в отличие от
других цитохромов ЦЭТ) в структуре мембраны.

Уже давно известно, что для спектра нативной формы
феррицитохрома с в растворе характерно наличие полосы
поглощения при 6950 А [88]. Эта полоса исчезает при
термической обработке, при щелочных значениях рН, и ее
исчезновение сопровождается потерей способности цито-
хрома с восстанавливаться аскорбиновой кислотой, гидро-
хиноном и другими восстановителями [89—91].

Наличие полосы при 6950 А и способность к восстанов-
лению связаны, по-видимому, с сохранением специфи-
ческой нативной конформации (или конфигурации) фер-
рицитохрома [92, 93]. Чане с сотрудниками [94] показали,
что в спектре цитохрома с митохондрий имеется полоса
при 6950 А, но она не исчезает при термической обработке,
достаточной для ее исчезновения и инактивации феррици-
тохрома с в растворе. Этот результат свидетельствует
о том, что взаимодействие с окружением цитохрома с,
включенного в мембранную структуру ЦЭТ, стабилизи-
рует его нативное конформационное состояние, влияет
на способность молекулы к конформационным переходам.
Ниже мы увидим, что к тому же выводу можно прийти
и на основании кинетических данных.

Цитохромы а, аз и ионы меди образуют ферментный
комплекс, названный цитохромоксидазой (в течение дол-
гого времени ее считали одним белком). При выделении
цитохромоксидазы из митохондрий и ее тщательной очист-
ке получают ферментативно активный (т. е. способный
окислять цитохром с) пентамер, состоящий из пяти моно-
мерных белковых субъединиц с молекулярным весом 72 000
каждая. Такая субъединица содержит один гем а, один
атом меди и один атом негемового железа [95, 96], но
она ферментативно не активна. В выделенной цитохромок-
сидазе и ЦЭТ цитохромы а и из различаются кинетически
и спектроскопически, что, по-видимому, связано с раз-
личиями в их структурной упаковке и, следовательно,
в конформации. В ЦЭТ отношение молярных концентра-
ций цитохромов а я а-А (по гемам) равно единице. Изоли-
рованная цитохромоксидаза не полностью эквивалентна
соответствующему участку ЦЭТ, так как для нее харак-
терны иные кинетические соотношения между цитохро-
мами а и а3 [97]. Ионы меди прочно связаны с белком ге-
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мопротеинов и подвергаются окислительно-восстанови-
тельным превращениям при функционировании ЦЭТ
198, 99].

Прежде чем перейти к анализу термодинамических и
кинетических данных по функционированию ЦЭТ, необ-
ходимо рассмотреть два общих вопроса."* Первый вопрос
формулируется следующим образом: можно ли во внут-
ренней мембране митохондрий выделить конкретные фик-
сированные ЦЭТ? Иными словами, происходит ли элект-
ронный перенос в ЦЭТ между вполне определенными мо-
лекулами переносчиков или на разных ее участках цепи
переноса могут разветвляться и, по существу, следует
говорить о сетке, а не о цепочках электронного тран-
спорта? В последнем случае стехиометрический состав
ЦЭТ фиксирован лишь в среднем. В сущности, как и вся-
кая крайняя формулировка вопроса в науке («или — или»),
такая его постановка не допускает однозначного ответа:
он зависит от конкретной задачи исследования, от харак-
терных времен изучаемых процессов. Эта проблема обсуж-
далась на специальной и чрезвычайно интересной дискуссии
на симпозиуме, посвященном оксидазам и родственным
окислительно-восстановительным системам [100]. Вы-
ступая в дискуссии, Чане представил убедительные дока-
зательства того, что на участке ЦЭТ цитохром с — О2

(включительно) разветвление цепей происходит, но со ско-
ростями, на 2—3 порядка меньшими, чем перенос элект-
ронов вдоль цепей. Возможно, что на уровне УХ развет-
вление цепей идет с большей скоростью, а может быть,
и в этом случае каждая ЦЭТ имеет свой структурно фикси-
рованный резервуар убихинона, обслуживающий дан-
ную ЦЭТ значительно эффективнее, чем другие цепочки.
Во всяком случае, пока мы рассматриваем кинетику пере-
носа электронов вдоль цепочки цитохромов к кислороду
(а может быть, и вдоль всей ЦЭТ от НАД-Н или сукцината
к кислороду), мы вправе считать, что перенос происходит
между определенными фиксированными переносчиками,
и пренебрегать разветвлением цепей. В этом смысле можно
говорить о существовании ЦЭТ как функциональных (а мо-
жет быть, даже морфологических) субъединиц митохонд-
риальных мембран. Отсюда не следует, что ЦЭТ не взаи-
модействуют друг с другом, т. е. что протекание процессов
в одной ЦЭТ не зависит от состояния других ЦЭТ мембра-
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ны. Более того, в следующей главе мы увидим, что содер-
жащие ЦЭТ мембраны действительно обладают такими
кооперативными свойствами, которые обусловливаются их
конформационными изменениями.

Второй вопрос, в значительной степени связанный
с первым, относится к реальности существования внут-
ри ЦЭТ отдельных белково-липоидных полиферментных
комплексов, своего рода субъединиц ЦЭТ.

Выше уже говорилось, что Грину с сотрудниками уда-
лось фрагментировать мембраны митохондрий и получить
олигоферментные^"комплексы четырех типов: комплекс I
содержит ФП/и FeS, комплекс II — ФПц и FeS, комплекс
III — цитохромы Ь, с1 и FeS, а комплекс IV представляет
собой цитохромоксидазу [84]. Кинетические характеристи-
ки переносчиков в комплексах отличаются от аналогичных
свойств соответствующих переносчиков в митохонд-
риях. В работе той же лаборатории [101] была показана
необходимость присутствия особого, так называемого
структурного, белка для нормального функционирования
различных переносчиков. Следует сказать, что даже слабые
воздействия на митохондрии, приводящие к образова-
нию так называемых субмитохондриальных частиц (СМЧ),
способных к контролируемому переносу электронов и окис-
лительному фосфорилированию, вызывают изменения
в кинетических характеристиках отдельных переносчи-
ков — цитохромов Ъ и убихинона [102]. Кроме того,
в СМЧ иными оказываются не только структура самой мем-
браны (она вывернута наизнанку по сравнению с интакт-
ными митохондриями), но и структурные характеристики
отдельных белковых переносчиков, например флуоресци-
рующего флавопротеина [103—105].

Возможность выделения гриновских комплексов сви-
детельствует лишь в пользу того, что переносчики, обла-
дающие близкими значениями равновесных окислительно-
восстановительных потенциалов и входящие в один комп-
лекс, действительно являются соседями в ЦЭТ, как и пред-
полагалось ранее на основании кинетических измерений,
опытов с ингибиторами "и т. д. Вряд ли можно говорить о
предсуществовании в ЦЭТ морфологически выделенных
образований, соответствующих этим комплексам. По-ви-
димому, следует согласиться с мнением Скулачева, счи-
тающего, что «в известном смысле всю дыхательную цепь
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можно было бы определить как один фермент НАД-Н-ок-
сидазу, а отдельные дыхательные переносчики — как
субъединицы различной степени агрегации, составляющие
один фермент с очень сложной четвертичной структурой»
[106].

Рассмотрим некоторые термодинамические характери-
стики ЦЭТ. В существующей научной литературе единст-
венной основой такого рассмотрения являются значения
нормальных окислительно-восстановительных потенциа-
лов Ё*}п (mid-point potentials) переносчиков, входящих
в'состав ЦЭТ. Однако физический смысл этих величин не
вполне ясен. Равновесные значения Ет крайних компо-
нент^ЦЭТ, НАД+/НАД-Н и */2О2/Н2О, равны -290 и
+800 мв соответственно. Измеряемые значения потенциа-
ловтпромежуточных переносчиков действительно попада-
ют внутрь этого интервала. Однако при сравнении значе-
ний Ет для изолированных переносчиков с их значениями
для тех же переносчиков в интактных митохондриях или
СМЧ, измеряемыми по отношению концентраций окислен-
ных и востановленных форм, обнаруживаются расхожде-
ния. Таким образом, само вхождение в ЦЭТ изменяет
окислительно-восстановительные характеристики перенос-
чиков. Более того, для ряда переносчиков эти характери-
стики зависят от состояний ЦЭТ, наличия ингибиторов,
концентраций АТФ и АДФ, разобщителей [69, 80, 87, 97,
107, 108]. Под действием АТФ или разобщителей измеряе-
мые величины Ет таких переносчиков, как цитохромы а3 и
&т, могут меняться на 100—-300 мв. Авторы цитированных
выше работ считают подобные изменения Ет свидетель-
ством того, что данный переносчик служит одновременно
преобразователем энергии в процессе окислительного фос-
форилирования (подробное обсуждение см. ниже). Вряд
ли, однако, величинам Ет отдельных переносчиков, из-
меряемым по отношению концентраций их окисленных и
восстановленных форм в функционирующей в разных усло-
виях ЦЭТ, можно приписать тот смысл, который вклады-
вает в них классическая физическая химия. Дело здесь не
только в том, что стационарное состояние ЦЭТ и стационар-
ное значение отношений концентраций окисленных и вос-
становленных форм отдельных переносчиков могут значи-
тельно отличаться от равновесного состояния и соответст-
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вующих равновесных характеристик (функционирующая
ЦЭТ — открытая система). Существенно то, что степень
кинетической неравновесности компонент ЦЭТ может за-
висеть от пути прихода системы к данному квазистацио-
нарному состоянию, и поэтому измеряемые окислительно-
восстановительные потенциалы отдельных переносчиков
вообще могут не быть термодинамическими величинами.
Отношение концентраций окисленных и восстановленны.
форм переносчиков в данном квазистационарном состоянии
может не равняться отношению эффективных констант
скоростей реакций окисления и восстановления тех же пе-
реносчиков, измеряемому по необходимости на системе,
выведенной из этого состояния.

Рассмотрим данные по скоростям электронного пере-
носа между компонентами ЦЭТ митохондрий. Следует
сказать, что разброс результатов, полученных разными
авторами и даже одними и теми же авторами в разных пуб-
ликациях, весьма велик. Это вполне понятно, так как ки-
нетические характеристики необычайно чувствительны
к состоянию митохондрий и добиться одинаковых усло-
вий практически невозможно. Тем не менее даже на осно-
вании существующих данных можно прийти к некоторым

0,40 0,51 2,5 5,0 80 300 500 750

' " —НАД-Н

Рис. 7.6. Кинетическая схема окисления переносчиков ЦЭТ в мито-
хондриях.

Числа у стрелок означают время полуокисления (в мсек) после пег-
дачи кислорода.

важным заключениям. Приведем несколько кинетических
схем ЦЭТ, взятых из работ, выполненных в лаборатории
Чанса. В обзорном докладе [109] дана кинетическая схе-
ма электронного переноса в ЦЭТ митохондрий (рис. 7.6)
и указаны скорости окисления полностью восстановленных
переносчиков в анаэробных митохондриях после дачи ки-
слорода импульсным методом или методом остановленной
струи.

Представление о разбросе кинетических параметров
можно получить из рис. 7.7, где приведены более поздние
данные той же лаборатории [110]. Здесь уже дифференци-
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рованы цитохромы 6Т и Ьк и отдельно показаны результаты,
найденные для разобщенной ЦЭТ (свободное окисле-
ние) и для фосфорилирующей ЦЭТ (сопряженное окисле-
ние). В данном случае числа на схеме означают полупе-
риоды времени электронного переноса между соседними
переносчиками в миллисекундах, инициированного в
«анаэробных митохондриях» импульсным введением ки-
слорода (а не периоды полупревращения в окисленную
форму, отсчитываемые от момента введения кислорода,
как на предыдущем рисунке).

5 1500 100 1200
е-< с,-« Ьт ~* 6к-< Ф П Ш (а)

5 100 100 300
с-* с,-* -Ьт~< ЬК~* Ф П Ш (б)

Рис. 7.7. Кинетическая схема окисления переносчиков ЦЭТ в сопря-
женных (а) и разобщенных (б) митохондриях.

Несколько замечаний по поводу приведенных данных.
Прежде всего, наиболее быстрая реакция с участием
цитохрома а3 является процессом бимолекулярным, за-
висящим от концентрации добавляемого кислорода. По
последним результатам той же лаборатории [97], в ми-
тохондриях сердечной мышцы голубя при концентрации
О2, варьирующей от 4 до 48 мкМ, константа скорости
второго порядка для реакции О2 + цит а3 равна
3-10' молъ~1-сек~1 (период полупревращения при концент-
рации О2 25 мкМ при 21е С составляет примерно 5 • 10~4 сек).
Скорость этой реакции слегка меняется (замедляется)
при переходе от «разобщенных митохондрий» к «сопряжен-
ным». Для остальных реакций электронного переноса в
ЦЭТ приводить значения констант скоростей бессмыслен-
но. Формально в конкретных условиях эксперимента,
например при запуске процесса в анаэробных митохонд-
риях импульсным введением кислорода (или фотодиссо-
циацией комплекса цитохрома а3 с СО в атмосфере кис-
лорода), окисление отдельных переносчиков с хорошим
приближением подчиняется кинетическим уравнениям пер-
вого порядке, и авторы часто рассчитывают константы
скорости первого порядка, просто деля In 2 на период по-
лупревращения, как это делается в кинетике газовых реак-
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ций и реакций в растворах. Следует помнить, однако, что
в случае реакций, происходящих не в статистическом ан-
самбле реагентов, а между фиксированными центрами,
обязательно принадлежащими одной ЦЭТ, скорость про-
цесса зависит не только от общего количества центров дан-
ного типа, но и от состояния соседних именно в тех ЦЭТ,
которые содержат данные реакционно-способные центры.
Скорость зависит в свою очередь не только от состояния
ЦЭТ, но и от пути ее прихода в данное состояние, т. е. от
истории системы. Поэтому, для того чтобы константы ско-
рости имели тот же физический смысл, что и в обычной
кинетике, необходимо почти необозримое количество ус-
ловий. Для характеристики процесса лучше пользоваться
непосредственно измеряемыми величинами типа периода
полупревращения, не претендующими на какой-либо тео-
ретический смысл.

Перенос электрона от цитохрома а к цитохрому а3

происходит примерно на порядок медленнее, чем в обрат-
ном направлении (это справедливо для неповрежденных
митохондрий; в изолированной цитохромоксидазе скорос-
ти процессов различаются не более чем вдвое).

Обращает внимание резкая зависимость скоростей пе-
реноса на некоторых участках ЦЭТ от сопряженного с
электронным транспортом окислительного фосфорилиро-
вания (кстати, сравнение рис. 7.7 и рис. 7.6 заставляет
прийти к заключению, что на последнем приведены данные
для разобщенных митохондрий). Детальное исследование
кинетики окисления цитохрома 6Т показало, что на самом
деле оно происходит весьма сложно и при некоторых ус-
ловиях окислению цитохрома &т после дачи О2 в анаэроб-
ные митохондрии может предшествовать его временное
дополнительное восстановление [69].

Сопоставление данных, показанных на рис. 7.6 и 7.7,
с другими фактами, относящимися к функционированию
ЦЭТ и отдельных переносчиков, приводит к ряду проти-
воречий, пути разрешения которых не вполне ясны. Лег-
ко видеть, что при переносе электронов от НАД-Н (или
сукцината) к кислороду после цитохрома с процессы пе-
реноса резко ускоряются (особенно сильно в случае соп-
ряженных митохондрий). Это означает, что в стационар-
ном состоянии митохондрий, когда кислорода достаточно
и он не лимитирует скорость всего процесса, окисление
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цитохромов должно происходить гораздо быстрее их вос-
становления (примерно на два порядка), и поэтому они
должны находиться в практически полностью окисленном
состоянии. К тому же выводу приходит Чане, сравнивав-
ший большую скорость окисления цитохрома с с его ма-
лым числом оборотов в стационарном состоянии дыхатель-
ного контроля (см. ниже гл. 8) фосфорилирующих мито-
хондрий [111]. Число оборотов равно только 5 сек~г, хотя
в стационарном состоянии дыхательного контроля мито-
хондрий значительная доля цитохрома с (около 15%) на-
ходится в восстановленном состоянии. Может быть, это
означает, что скорости электронного переноса между ком-
понентами цитохромной системы в стационарном состоя-
нии ЦЭТ отличаются от этих скоростей в условиях, в кото-
рых были получены данные, приведенные на рис. 7.6 и
7.7, т. е. при взаимодействии кислорода с анаэробными
митохондриями.

Раз уж речь зашла о цитохроме с, то нельзя не отме-
тить, что противоречие возникает и при сравнении резуль-
татов, изображенных на рис. 7.6 и 7.7, с тем, что нам из-
вестно сегодня об окислительно-восстановительных пре-
вращениях изолированного цитохрома с. В гл. 5 и 6 мы
видели, что окисление и восстановление цитохрома с сопро-
вождаются существенными конформационными изменения-
ми макромолекулы. Опыты Пехта и Фараджи [112] показа-
ли, что при восстановлении феррицитохрома с в растворе
конформационные' изменения, необходимые для дос-
тижения равновесного состояния ферроцитохрома с, длят-
ся сотни миллисекунд. Вместе с тем из результатов, при-
веденных в настоящем параграфе, следует, что при взаи-
модействии кислорода с ЦЭТ анаэробных митохондрий
цйтохром с окисляется (перенос цит с —>• цит а) и затем
восстанавливается (перенос цит сг -*- цит с) за несколько
миллисекунд. Это противоречие можно устранить с по-
мощью одного из двух допущений. Во-первых, возможно,
что релаксационные конформационные переходы молеку-
лы цитохрома с в мембранной структуре митохондрий
происходят гораздо быстрее, чем в растворе. Такое допу-
щение представляется мне весьма маловероятным. Го-
раздо более правдоподобно второе допущение, согласно
которому при переносе электрона через цйтохром с к кис-
лороду в исходно анаэробных митохондриях в первые
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моменты времени конформационные изменения макромоле-
кулы просто не успевают произойти. Действительно, в
анаэробных митохондриях ферроцитохром с находится в
равновесной «восстановленной» конформации. После мгно-
венной дачи кислорода активный центр цитохрома с от-
дает электрон и окисляется за несколько миллисекунд,
хотя конформация его белковой части остается «восста-
новленной». Перенос электрона от следующего перенос-
чика (цитохрома сх) также осуществляется за несколько
миллисекунд, так что время жизни активного центра ци-
тохрома сх в окисленном состоянии при последовательных
актах электронного переноса к нему и от него недостаточ-
но для реализации конформационного изменения. Так бу-
дет происходить до тех пор, пока не исчерпается резерву-
ар быстрых переносчиков, стоящих по «восстановитель-
ную» сторону от цитохрома с (на рис. 7.6 и 7.7 цитохром
c j , после чего акты восстановления активного центра каж-
дой его молекулы будут наступать так редко, что в про-
межутках между ними молекулы успевают отрелаксиро-
вать до равновесной «окисленной» конформации. Из
опытов в растворе мы знаем, что такая релаксация сопро-
вождается некоторыми спектральными изменениями, и,
значит, высказанное выше предположение можно было бы
в принципе проверить. Если оно верно, то это значит, что
для акцептирования электрона от соседнего переносчика
в ЦЭТ цитохром с не обязательно должен находиться в
равновесной окисленной конформации. К сожалению, по-
добное утверждение связано с отказом от очень краси-
вой идеи о специальном пути для электрона в окисленном
цитохроме с от поверхности белковой глобулы до железа,
проходящем через параллельно расположенные аромати-
ческие кольца тирозинов и триптофана (см. гл. 5). Правда,
эта идея представляется мне слишком красивой, чтобы
быть верной. В следующей главе вопрос о том, когда
можно и когда нельзя ожидать реализации существенных
конформационных переходов отдельных переносчиков
ЦЭТ, будет рассмотрен более подробно *) .

*) Следует отметить, что конформационные изменения цито-
хрома с в мембране могут протекать значительно медленнее, чем в
растворе. Это было показано при исследовании кинетических харак-
теристик цитохрома с, иммобилизованного на различных поверхнос-
тях [ИЗ].
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На этом мы закончим пока рассмотрение процессов
электронного переноса в ЦЭТ митохондрий и перейдем к
анализу фотоиндуцированного транспорта электронов в
хлоропластах и хроматофорах фотосинтезирующих орга-
низмов. Мы не будем здесь касаться вопроса о механизме
первичного акта фотоиндуцированного разделения заря-
дов. Об этом речь пойдет в следующем параграфе. Соб-
ственно, перенос электронов между компонентами ЦЭТ
хлоропластов и хроматбфоров — такой же темновой про-
цесс, как и электронный транспорт в митохондриях.
Поглощение света обеспечивает лишь возникновение
компонент ЦЭТ — доноров и акцепторов электронов с со-
ответствующим образом расположенными электронными
уровнями.

Несмотря на поистине огромное и все возрастающее
число работ, посвященных процессам электронного тран-
спорта в фотосинтетических системах, точный состав ЦЭТ,
последовательность переносчиков и детали их кинетиче-
ских характеристик остаются невыясненными и служат
предметом дискуссии многочисленных школ. Мы не будем
подробно останавливаться на большинстве этих вопросов.
Для постановки проблем, обсуждаемых в данной книге,
не так уж важно, например, расположен ли медьсодержа-
щий белок пластоцианин перед, после или параллельно
с цитохромом / в цепи переносчиков электронов от актив-
ного центра фотосистемы II к активному центру фотосисте-
мы I в хлоропластах листьев зеленых растений. Вместе
с тем некоторые особенности фотосинтетических систем,
связанные с принципиальной возможностью запускать
процессы электронного переноса вспышками света малой
длительности, позволили установить ряд новых важных
экспериментальных данных, но воспроизвести их на ЦЭТ
митохондрий пока не удалось. Мы остановимся здесь
главным образом на этих новых результатах, описав сна-
чала сугубо схематически построение ЦЭТ хроматофоров
фотосинтезирующих бактерий и хлоропластов зеленых
водорослей и высших растений. Поэтому на рис. 7.8 и
7.9 показаны только те компоненты ЦЭТ, которые необхо-
димы для понимания смысла обсуждаемых далее экспери-
ментов .

На рис. 7.8 представлена схема ЦЭТ в хроматофорах
серных бактерий, в которых (при нециклическом элект-
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ронном транспорте) реализуется перенос электрона от
донора — иона гидросульфида (HS~) к акцептору — окис-
ленной форме НАДФ (НАДФ+). Особое внимание следует
обратить на молекулу бактериохлорофилла Р 890, находя-
щуюся в фотохимическом активном центре ЦЭТ. В воз-
бужденном синглетном электронном состоянии эта

всы
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Рис. 7.8. Схема цепи электронного транспорта в хроматофорах сер-
ных бактерий.

Числа у уровней означают равновесные значения окислительно-
восстановительных потенциалов соответствующих центров в милли-
вольтах. Сплошными стрелками указан путь циклического элек-

тронного транспорта.

молекула является хорошим донором электрона (ее фор-
мальный окислительно-восстановительный потенциал при-
мерно равен —930 мв). Поэтому в результате поглощения
кванта света с длиной волны, не превышающей 9000 А,
происходит разделение зарядов, и электрон переходит на
первичный акцептор, пока еще неизвестной природы.'По
некоторым данным, таким акцептором служит пластохинон
(см., например, [114]), по другим — железосерный белок
типа показанного на рис. 7.8 ферредоксина (Фд) (см., [115]).

Вопрос о первичном электронном акцепторе будет до-
полнительно рассмотрен ниже. Ферредоксин безусловно
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является переносчиком, расположенным в ЦЭТ между
Р 890 и конечным акцептором НАДФ+. Образовавшийся
в результате разделения зарядов положительно заряжен-
ный центр (Р 890)+ является хорошим окислителем (окис-
лительно-восстановительный потенциал примерно равен

-1310
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Рис. 7.9. Схема цепи электронного транспорта в хлоропластах выс-
ших растений.

Числа у уровней означают равновесные значения окислительно-
восстановительных потенциалов соответствующих центров в милли-
вольтах. Сплошными стрелками указан путь циклического транс-

порта.

450 мв) и через первичный донор — молекулу цитохрома с
(по-видимому, образующую единый белковый комплекс
с Р 890) забирает электрон от окисляемого субстрата (сер-
нистые соединения). Таким образом, при нециклическом
электронном транспорте квант света с энергией около
1,38 эе переносит электрон от субстрата на конечный ак-
цептор, затрачивая на этот процесс около 0,05 эв. Осталь-
ная энергия кванта тратится на синтез АТФ (фотофосфо-
рилирование, см. ниже) и рассеивается в виде тепла. При
некоторых условиях (избыток НАДФ-Н, нехватка АТФ)
электронный поток от ферредоксина может пойти через



218 ЭЛЕКТРОННЫЙ ПЕРЕНОС В БИОСИСТЕМАХ [ГЛ. 7

специальную систему переносчиков к первичному доно-
ру — цитохрому с и снова на (Р 890)+ {циклический элект-
ронный транспорт). В последнем случае электроны дви-
жутся по замкнутому циклу, а энергия, выделяющаяся
на стадиях, сопровождающихся повышением окислитель-
но-восстановительного потенциала, расходуется только
на образование АТФ и рассеивается в виде тепла.

ЦЭТ хлоропластов высших растений и зеленых водо-
рослей (см. рис. 7.9) включает две фотосистемы (см. [51,
116]). Фотосистема I в принципе повторяет ЦЭТ хромато-
форов бактерий, с той разницей, что в фотохимическом
активном центре вместо бактериохлорофилла Р 890 на-
ходится хлорофилл а±, имеющий длинноволновый макси-
мум в спектре поглощения при 7000 А (Р 700) *), а пер-
вичным донором является цитохром /, который, впрочем,
тоже относится к классу цитохромов с. Окисленный цито-
хром/, однако, при нециклическом электронном транспор-
те получает электрон не от субстрата (вода), а через цепоч-
ку переносчиков (не показанных на схеме) от первичного
акцептора фотосистемы II; окисленный активный центр
последней, хлорофилл а£, получает электрон через систе-
му переносчиков от молекулы Н2О. Таким образом, при
нециклическом электронном транспорте для переноса элек-
трона от субстрата Н2О к конечному акцептору (НАДФ+)
тратится два кванта света с суммарной энергией около
3,65 эв, из которой непосредственно на перенос использу-
ется примерно 1,12 эв, а остальное расходуется на синтез
АТФ и рассеивается в виде тепла * * ) .

ЦЭТ хлоропластов и хроматофоров — образования,
по-видимому, не статистические, а (по крайней мере функ-
ционально, если не морфологически) изолированные. Пе-

*) Хотя все длины волн приводятся в ангстремах, в книге сох-
ранены принятые в литературе обозначения Р700, Р 890 и т. д.

**) Недавно Кнафф и Арнон [117] предложили новую схему
ЦЭТ хлоропластов. Основным отличием от обычной схемы является
утверждение, согласно которому ферредоксины, стоящие на путях
циклического и нециклического транспорта,—• разные молекулы.
Циклический электронный транспорт обеспечивается отдельной фо-
тосистемой со своим набором переносчиков, не совпадающим с на-
бором переносчиков двух световых реакций, обеспечивающих не-
циклический транспорт. Независимо от справедливости этой точки
зрения, она не вносит ничего принципиально нового, что могло бы
отразиться на физических аспектах проблемы.
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ренос электронов между отдельными ЦЭТ реализуется, ве-
роятно, только с помощью резервуара пластохинона, мо-
лярная концентрация которого примерно на порядок пре-
вышает концентрации других переносчиков [118].

Недавно при исследовании кинетики электронного пе-
реноса в ЦЭТ хлоропластов, индуцированного вспышками
белого света микросекундной длительности, удалось по-
казать существование двухэлектронного «затвора» в цепи
переносчиков между двумя фотосистемами [119—121].
Этот затвор пропускает электроны только парами. Веро-
ятно, роль такого затюра играют молекулы пластохино-
на, которые должны переносить электроны через гидро-
фобный слой мембраны тилакоида. Функционирование
затвора основано на различиях растворимости пластохи-
нона в разных окислительно-восстановительных систе-
мах (хинон, семихинон, гидрохинон) в гидрофобных и гид-
рофильных средах. Эти эксперименты также свидетель-
ствуют о том, что взаимодействие молекул пластохинона,
принадлежащих к разным ЦЭТ, происходит значительно
медленнее, чем в случае молекул одной и той же ЦЭТ.

Как уже было сказано выше, возможность иницииро-
вать реакции переноса светом весьма благоприятна для
кинетических исследований. Наиболее интересны резуль-
таты, полученные при изучении кинетики переноса на от-
дельных участках ЦЭТ в широком интервале температур.
Еще в 1960 г. в лаборатории Чанса [122] было показано,
что у фотосинтезирующих серных бактерий окисление
цитохрома типа с происходит при поглощении света при
температуре жидкого азота. Результаты первых исследо-
ваний по темновому окислению цитохрома / после инду-
цированного светом окисления Р 700 в зеленых растениях
были опубликованы в 1961г. [123J. В 1963 г. [124]
были получены кинетические данные, свидетельствующие
о том, что перенос электрона от цитохрома / к центру
(Р 700)+ происходит в ЦЭТ зеленых листьев при 77° К по
крайней мере столь же эффективно, как и при комнатной
температуре. Подробные исследования были проведены
на хроматофорах серных бактерий [109, 125—131].

Для одного из штаммов серных бактерий были получе-
ны следующие кинетические данные по переносу электро-
на от цитохрома с к ВСЫ+ после фотоокисления последне-
го лазерной вспышкой [127]. При комнатной температуре
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период полупревращения Гч, равен 2-10"6 сек. При пони-
жении температуры Ti/2 растет, формально подчиняясь
уравнению Аррениуса с энергией Еа ж 0,14 эв. При
130° К хщ ~ 2-Ю"3 сек, при 100° К т.,, ж 2,3- 1СГ3 сек,
после чего период полупревращения остается практиче-
ски постоянным вплоть до 4° К (Еа <2-10~ 4эв). Таким
образом, весь температурный интервал от комнатной до
гелиевой температур делится на две части: при температу-
рах выше примерно 100° К скорость электронного перено-
са зависит от температуры, а при более низких не зависит
от нее. Аналогичные результаты были получены Григоро-
вым [129] для другого штамма серных бактерий. Период
полупревращения при комнатной температуре составлял
1,5-10~6 сек. Скорость переноса падала вплоть до темпера-
тур, примерно равных 200° К (Еа ш 0,13 эв), после чего
оставалась практически постоянной вплоть до температу-
ры жидкого азота. Интересны данные по температурной
зависимости темпового восстановления фотоокисленного
цитохрома с втом же штамме серных бактерий [130]. Восста-
новление проходит в две стадии, причем первая, быстрая
стадия, по-видимому, обусловлена переносом электронов
на цитохром с от фотовосстановленных переносчиков ЦЭТ.
Скорость быстрой стадии обнаруживает сложную темпе-
ратурную зависимость. При понижении температуры от
комнатной примерно до 230° К эта стадия замедляется
приблизительно на два порядка, после чего вновь ускоря-
ется, и в интервале температур 170—-77° К ее скорость
становится практически постоянной. Сравнительно мед-
ленное темновое восстановление фотоокисленного цитохро-
ма с, слабо зависящее от температуры в интервале 295 —
77° К, было отмечено и при исследовании другого штам-
ма серных бактерий [128].

Было обнаружено также, что некоторые реакции пере-
носа электронов (окисление одного из цитохромов Ъ и вос-
становление нового центра — пигмента Р 546) в фотоси-
стеме II хлоропластов и зеленых листьев могут протекать
при температуре жидкого азота [132].

Анализируя результаты изучения при гелиевых тем-
пературах фотоиндуцированных изменений сигнала ЭПР
ферредоксина, содержащегося в фотосистеме I хлороплас-
тов, Янг и Блумберг [133] пришли к заключению, что эти
вторичные реакции электронного переноса с участием
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ферредоксина могут протекать вплоть до температуры
1,5° К.

Таким образом, приведенные данные по реакциям элек-
тронного переноса в ЦЭТ митохондрий, хлоропластов и
хроматофоров свидетельствуют о том, что перенос проис-
ходит между центрами, жестко и специфическим образом
фиксированными в мембранной структуре. Условия пере-
носа существенно зависят от состояния мембраны. В ряде
случаев (в основном для процессов, происходящих в не-
посредственной близости от активного центра фотосин-
тетических систем) удалось зарегистрировать реакции
электронного переноса, скорость которых практически
не зависит от температуры. Эти данные следует иметь в ви-
ду при обсуждении возможных физических механизмов
электронного транспорта в мембранных структурах.

§ 7.4. РЕАКЦИИ ЭЛЕКТРОННОГО ПЕРЕНОСА
И ПОЛУПРОВОДНИКОВЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ
В БИОЛОГИЧЕСКОЙ ФИЗИКЕ

Когда развивается какая-либо новая область физики
или уже существующая область становится более популяр-
ной, всегда появляются работы, посвященные исключи-
тельной важности данного направления физики для био-
логии. Эта тенденция весьма полезна, так как приводит
в конечном счете к тщательному анализу новых физиче-
ских аспектов структур и процессов в биологических си-
стемах. К сожалению, среди адептов, присоединяющихся
к каждому такому новому течению, как правило, много
физиков, не знакомых с биологическим материалом, и
биологов, знающих физику на уровне популярных ста-
тей. Поэтому их работы часто вызывают раздражение как
биологов, так и физиков. Для того чтобы выяснить, есть
ли в очередном увлечении рациональное зерно, необходи-
мо преодолеть это раздражение.

Весьма популярными в свое время были представления
об исключительно большом значении в биологии полупро-
водниковых явлений. В 1938 г. известный физик Йордан
[134] выступил с идеей о возможности истолкования мно-
гих важных биологических явлений, если допустить, что
гигантские молекулы биополимеров обладают свойствами
твердых тел, т. е. вследствие взаимодействия регулярно
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расположенных молекулярных групп в них образуются
энергетические зоны и становится возможной миграция
энергии на большие расстояния. В качестве примера был
рассмотрен в рамках такого предположения спектр дей-
ствия фотоинактивации фермента уреазы, и были выска-
заны некоторые соображения о механизме мутаций и взаи-
модействий генов.

В 1941 г. эта идея была подхвачена биологом Сцент-
Дьердьи [135, 136], который впервые предположил, что
белковые структуры также могут обладать полупроводни-
ковыми свойствами, т. е. иметь зоны проводимости, по
которым могут мигрировать электронные или дырочные
заряды.

Что касается миграции энергии электронного возбуж-
дения в белковых молекулах и их комплексах, то много-
численные экспериментальные данные, полученные за
многие годы в самых различных лабораториях, не остав-
ляют сомнений в ее существовании [137—141]. Механизм
этой миграции в белковых системах может, по-видимому,
считаться выясненным: перенос энергии электронного воз-
буждения в макромолекулах белка между ароматическими
аминокислотными остатками или с участием небелковых
хромофорных групп (адсорбированные красители, просте-
тические группы сложных белков и т. п.) происходит по
механизму резонансного безызлучательного переноса Ва-
вилова — Фёрстера [142, 143]. Как известно, такой ме-
ханизм отличается от механизма излучательного переноса
энергии возбуждения тем, что в последнем случае перенос
определяет компонента электрического поля системы, вхо-
дящая в поток энергии, излучаемой молекулярным осцил-
лятором, тогда как резонансный перенос происходит без
участия испускаемых и поглощаемых квантов. По-види-
мому, несколько по-иному реализуется миграция энергии
возбуждения в пигментных системах фотосинтетических
организмов, но об этом речь пойдет ниже.

Рассмотрим теперь вопрос о возможности полупровод-
никового механизма миграции заряда в белковых струк-
турах. Идея Сцент-Дьердьи о возможной важной роли
этого механизма в важнейших биологических процессах
была подвергнута критике в ряде работ [144, 145]. Наибо-
лее существенное возражение заключалось в том, что для
перехода электрона в зону проводимости таких насыщен-
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ных систем, как белковые молекулы, требуется энергия
около 3 эв, и поэтому при обычных температурах зона про-
водимости должна быть пустой.

В дальнейшем критики Сцент-Дьердьи в качестве ос-
новного аргумента ссылались на расчет Эванса и Герге-
ли [146], которые примитивным методом молекулярных
орбит (МО) вычислили положения общемолекулярных
электронных уровней, возникающих за счет взаимодей-
ствия я-электронов различных пептидных групп через во-
дородные связи ^>N—Н- • -О = Сч , идущие поперек поли-
пептидных цепочек. В рамках чрезвычайно приближенно-
го расчета авторы показали, что при учете я-сопряжения
без ст-связей через водородные мостики вместо дискретных
уровней МО изолированных пептидных групп получаются
чрезвычайно узкие (6Е <iO,2 эв) энергетические зоны.
Расстояние нижнего свободного уровня (зоны) до высше-
го занятого уровня (зоны) снижается за счет учета взаимо-
действия через водородные связи от 4,46 эв для изолиро-
ваннной пептидной группы до 3,05 эв для бесконечно
длинной полипептидной цепочки. Авторы приходят к вы-
воду о существовании в белковых макромолекулах узких
зон проводимости, направленных поперек главной поли-
пептидной цепи. Эти зоны лежат слишком высоко, чтобы
белки обладали полупроводниковыми свойствами в ос-
новном состоянии, но могут обеспечивать фотопроводи-
мость белковых структур, причем узостью зоны проводи-
мости авторы объясняют функциональную специфичность
белков.

Эта работа стимулировала ряд важных исследований,
однако сейчас трудно понять, как такие в достаточной сте-
пени примитивные и тривиальные расчеты могли в свое
время рассматриваться как доказательство наличия или
отсутствия полупроводниковых свойств белков. По суще-
ству, в методе МО проведен расчет нейтральных возбуж-
денных состояний одномерного молекулярного кристалла,
состоящего из пептидных групп с постулированным сла-
бым их взаимодействием. Для получения тех качественных
выводов, к которым приходят авторы, можно было бы и не
делать никаких расчетов. Отсутствие низколежащих уров-
ней электронных нейтральных возбуждений пептидных
связей хорошо известно из спектров простых пептидов.
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Постулирование слабого взаимодействия пептидных rpyuu
должно автоматически привести к появлению узких зон
и незначительному понижению их энергии. К тому же
выводу можно прийти, сравнивая оптические характерис-
тики дипептидов и белков.

В примитивном методе МО, не учитывающем непосред-
ственно межэлектронного взаимодействия и использую-
щем неантисимметризованные волновые функции, вообще
неизвестно, рассчитываются ли синглетные или триплет-
ные электронные возбужденные состояния. Согласно не-
которым соображениям [147], получаемые численные зна-
чения правильнее сопоставлять с положением триплет-
ных возбужденных уровней. Во всяком случае, речь идет
о расчетах нетоконесущих нейтральных возбужденных со-
стояний системы, тогда как положение зоны проводимости
молекулярных кристаллов определяется положением не
нейтральной, а полярной ветви возбуждения [148—153].
Кроме того, даже если допустить совпадение уровней нейт-
ральных и полярных возбуждений (нейтральных эксито-
нов и экситонов переноса), результаты расчета относятся
только к собственной полупроводимости, а реальные бел-
ковые структуры содержат огромное количество примес-
ных центров (простетические группы, ионы металлов, ио-
низованные боковые группы и просто ароматические ами-
нокислотные остатки). Таким образом, расчет Эванса и
Гергели, даже если считать, что действительно вычисля-
ется положение зоны проводимости, в лучшем случае
свидетельствует об отсутствии собственной полупроводи-
мости белковых структур, а не об отсутствии темновой
полупроводимости, как таковой. На основании подобных
соображений и некоторых экспериментальных данных по
спектрам ЭПР биологических объектов (см. ниже) я в
1957 г. пришел|к выводу о существовании темновой при-
месной полупроводимости белковых макромолекул и о
важной роли этого свойства в протекании окислительно-
восстановительных процессов [7]. В настоящее время я
считаю эти представления ошибочными. В таких системах,
как реальные белковые структуры с огромным количеством
электронных и дырочных ловушек, расположенных (про-
странственно) вблизи зоны проводимости, невозможно дви-
жение носителей тока на сколько-нибудь значительные
расстояния по обычному зонному механизму.
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Кроме того, тщательное изучение биологических струк-
тур (мембран митохондрий и хлоропластов), в которых
происходит темновой перенос электронных и дырочных
зарядов на большие расстояния в процессе их функциони-
рования, показало, что в привлечении полупроводниковых
представлений просто нет никакой необходимости. Заря-
ды в таких системах переходят от одного фиксированного
центра (ловушки) к другому, задерживаясь на некоторых
из них на времена, достаточные для протекания сложных
химических превращений в ближайшем окружении ло-
ьушки. Расстояния между центрами в этих ЦЭТ варьи-
руют, по-видимому, от единиц до нескольких десятков
ангстрем, что вообще делает бессмысленным обращение
к полупроводниковым представлениям. Вопрос о возмож-
ных механизмах такого переноса представляет большой
интерес и будет подробно рассмотрен в следующем пара-
графе .

Несмотря на все сказанное выше, полупроводниковые
свойства белков и более сложных биологических струк-
тур исследовались и продолжают исследоваться экспе-
риментально. Весьма часто изучают электропроводность
высушенных тем или иным способом белковых пленок и
порошков (таблеток), комплексов белков и даже столь
сложных систем, как хлоропласты. Вплоть до недавнего
времени такие измерения проводили на постоянном токе
или на сравнительно низких частотах [154—158]. Вряд ли
их результаты имеют какое-либо биофизическое значение.
То обстоятельство, что для всех исследованных объектов
была обнаружена экспоненциальная температурная за-
висимость проводимости, ни о чем не говорит: такая зави-
симость характерна практически для всех органических
материалов, даже для типичных диэлектриков. Проводи-
мость подобных объектов и измеряемые энергии активации
. роводимости могут определяться весьма разнообразными
механизмами: приэлектродными процессами, миграцией
ионов, переносом заряда между упорядоченными участ-
ками с хорошей проводимостью и т. д. Эти механизмы под-
робно рассмотрены в специальных монографиях [153,
159-161].

В последние годы начаты исследования диэлектриче-
ских характеристик биологических объектов на частотах
порядка 1010 гц [162—169]. Фактически измеряются дей-

8 Л. А. Блюменфельд
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ствительная (е') и мнимая (е") части диэлектрической про-
ницаемости. Идея, лежащая в основе этих экспериментов;
заключается в том, что на таких высоких частотах меж-
молекулярные барьеры не играют существенной роли и
измеряется непосредственно поляризуемость, определяе-
мая свободными электронными и дырочными зарядами.
К сожалению, до сих пор не создана строгая физическая
теория наблюдаемых эффектов даже в наиболее чистом
случае изменения диэлектрических характеристик под
действием света («СВЧ-фотопроводимость»). По-видимо-
му, более или менее обоснованно можно утверждать, что
ориентационная поляризация не может давать сущест-
венный вклад в наблюдаемые сигналы [170]. Эффекты,
получаемые в сложных биологических структурах, веро-
ятно, обусловлены главным образом вторичными темно-
выми процессами (макроструктурная поляризация, ион-
ные перемещения и т. п.) [171].

В 1957 г. автор [7] высказал предположение, что наб-
людаемый в клетках и тканях узкий синглетный сигнал
ЭПР свидетельствует о наличии делокализованных сво-
бодных электронов (или дырок) и может рассматриваться
как доказательство полупроводниковых характеристик
этих объектов. Аналогичным образом рассматривались
данные по спектрам ЭПР у-облученных нативных и дена-
турированных белков [8].

В настоящее время ошибочность таких представлений
стала очевидной (см. § 7.2 и работы [172—175]).

В сложных биополимерных внутриклеточных струк-
турах имеется, конечно, большое количество центров,
обладающих донорными и акцепторными свойствами,
участвующих в процессах, связанных с переносом электро-
нов, и в принципе способных играть роль нримесных цент-
ров. Однако реализация полупроводниковых механизмов
в основных биологических процессах практически невоз-
можна .

Вероятно, единственным исключением является пер-
вичный световой процесс в фотосинтетических системах.
Как известно, в пигментных системах хлоропластов выс-
ших растений и хроматофоров бактерий основная масса
хлорофилла осуществляет светособрфающие функции. Воз-
буждение мигрирует по ансамблю упакованных молекул
красителя, а фотохимический акт — образование окислен-
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ной формы активного центра и восстановленной формы
первичного донора — реализуется на активных центрах,
концентрация которых мала по сравнению с концентра-
цией пигмента (см. § 7.3.).

Экспериментальные результаты, полученные в послед-
ние годы, свидетельствуют в пользу того, что светособираю-
щая пигментная система представляет собой ансамбль
упорядоченно расположенных молекул хлорофилла [176,
177]. Миграция энергии возбуждения в этом ансамбле
осуществляется, по-видимому, не по резонансному, а по
экситонному механизму, что свидетельствует о сравнитель-
но сильном взаимодействии молекул [178]. При такой си-
туации в принципе возможны два разных физических ме-
ханизма процессов, предшествующих первой фотохимиче-
ской реакции. 1) Разделение зарядов происходит только
на активном центре, и в один акт образуется первичный
окислитель~(например, (Р 700)+) и первичный восстанови-
тель (например, восстановленный ферредоксин). По моле-
кулам пигментной системы мигрирует только нейтральное
возбуждение. 2) Полупроводниковый механизм. Разделе-
ние зарядов с образованием свободных носителей или эк-
ситона переноса [148, 150] осуществляется не на активном
центре, а на другом дефекте структуры. На фотохимическом
активном центре (например, Р 700) либо захватывается
дырка (до этого мигрировавшая по пигментной системе),
либо распадается экситон переноса с захватом дырки на
Р 700 и миграцией электрона по пигментной системе к
первичному восстановителю. В рамки полупроводниково-
го механизма укладывается также вариант с распадом
нейтрального экситона на активном центре (Р700), захва-
том дырки и миграцией электрона к первичному акцепто-
ру, удаленному от Р 700. Собственно, в основе полупровод-
никовой концепции лежит предположение о появлении в
пигментной системе фотоиндуцированных носителей заря-
да. Физическая проблема и состоит в доказательстве или
опровержении этого предположения.

В свое время одним из существенных возражений про-
тив гипотезы полупроводниковых механизмов первичных
стадий фотосинтеза было обнаружение весьма низких
квантовых выходов фотоэффекта в слоях хлорофилла
1179, 180]. Однако недавно проведенные измерения фото-
проводимости слоев хлорофилла а и Ъ в режимах постоян-

8*
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ного и импульсного освещения [181, 182] показали оши-
бочность прежних результатов. Оказалось, что в макси-
муме фоточувствительности 7050 А нижняя граница кван-
тового выхода фотоэффекта составляет не меньше 15—20%
и свободные носители тока появляются не позже чем че-
рез 10~8 сек после начала освещения. Эти результаты оз-
начают, что образование носителей тока является одним
из основных путей превращения поглощаемой хлорофил-
лом световой энергии и триплетные возбуждения, по-ви-
димому, не могут играть роль промежуточных состояний.

Естественно, эти данные только снимают одно из воз-
ражений, но сами не могут служить доказательством того,
что и в пигментной системе фотосинтезирующих орга-
низмов возможно образование свободных носителей с боль-
шим выходом: распад нейтрального экситона на актив-
ном центре с одновременным захватом электрона и дырки
может полностью подавить полупроводниковый механизм.
Если, однако, согласиться с тем, что разделение зарядов
может происходить в самой пигментной матрице и, следо-
вательно, первичными акцепторами служат сами молеку-
лы хлорофилла, возникает естественный вопрос: почему
в спектрах ЭПР проявляются только положительно заря-
женные парамагнитные центры (Р 700)+, почему не видно
сигнала от анион-радикальных состояний? (О различных
типах фотоиндуцированных сигналов ЭПР в фотосинтети-
ческих системах см. [183, 184].)

Аналогичная проблема возникла в свое время при ис-
следовании спектров ЭПР органических полупроводников
с низкой проводимостью (полимеров с сопряженными свя-
зями, красителей, комплексов с переносом заряда). Было
показано, что наблюдающиеся в таких системах сигналы
ЭПР обусловлены ион-радикальными состояниями, воз-
никающими в результате разделения зарядов и захвата
электронов и дырок на дефектах структуры, играющих
роль примесных центров [152]. Однако всегда наблюдались
только сигналы ЭПР одного типа. Поиск второго центра,
проведенный на одном из типичных полимерных органи-
ческих полупроводников — полифенилацетилене [185],
привел к следующему результату: при измерениях на
весьма низких уровнях СВЧ-мощности ( < 10~5 вт), кро-
ме обычного сигнала ЭПР с \Нч, ж 10 гс (сигнал А), по-
является второй сигнал (сигнал Б с АНу, ?к 16 гс), от-
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носительная интегральная интенсивность которого растет
по мере падения СВЧ-мощности и примерно при 5-10~8 вт
становится практически равной интегральной интенсив-
ности сигнала А. Сигнал Б обусловлен сильно насыщаю-
щимся парамагнитным центром (значения Тх-Тг для
центров А и Б составляют 6-Ю"11 и 3• 10~9 сек2 соответ-
ственно *)). Специально поставленные эксперименты с до-
бавками электронных доноров и акцепторов показали, что
обычно наблюдаемый сигнал А обусловлен катиол-ради-
кальными, а легко насыщающийся сигнал Б — анион-ра-
дикальными парамагнитными центрами. В дальнейшем
аналогичные результаты были получены на других орга-
нических полупроводниках, в том числе на различных кра-
сителях [186].

Исследования такого типа еще не проводились на фото-
синтетических системах; они могут оказаться весьма по-
лезными для решения проблемы механизма первичного
разделения зарядов и природы первичного электронно-
го акцептора при фотосинтезе.

Не исключено, конечно, что пигментная матрица в
фотосинтезирующих системах не похожа по своим свой-
ствам на изученные органические полупроводники и воз-
никающие катион- и анион-радикальные центры почти
не отличаются друг от друга по характеристикам сигна-
лов ЭПР (в том числе по параметрам насыщения).
В этом случае в сигнал I (фотоиндуцированный сигнал ЭПР
фотосистемы I хлоропластов) должны давать вклад сигна-
лы не только от центров (Р 700)+, но и от анион-радикаль-
ных состояний первичного акцептора (если допустить, что
такими акцепторами служат отдельные молекулы хлоро-
филла или их ансамбли). В связи с этим возникает второй
вопрос, не решенный до настоящего времени: сколько ти-
пов парамагнитных центров дают вклад в обычно наблю-
даемый сигнал I?

Бейнерт и Кок еще в 1963 г. [187] провели тщательное
сопоставление количества центров Р 700 в фотосинтезирую-
щих системах, определенного методом ЭПР, с их количе-
ством, найденным спектральным методом. Они обнаружи-
ли, что число парамагнитных центров, дающих вклад в

*) Произведение продольного (Т^) и поперечного (Т2) времен
релаксации парамагнитных центров определяет их насыщение
СВЧ-мощностью.
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сигнал ЭПР I, во всех случаях в 2—5 раз превышает чис-
ло центров Р 700, подвергающихся фотоокислению *) . Это
заставляет предположить, что, кроме спектрально иден-
тифицируемых центров (Р 700)+, за сигнал ЭПР I ответ-
ственны парамагнитные центры других типов, например
анион-радикалы семипластохинонов, хотя ^-фактор сиг-
нала ЭПР семихинона должен был бы быть несколько
смещен относительно наблюдаемого значения (как, на-
пример, g-фактор сигнала III в работе [184]).

Имеется довольно много косвенных данных, свидетель-
ствующих о сложности фотоиндуцированного сигнала
ЭПР I. Так, например, в 1969 г. Кафалиева и др. [189]
пытались разделить фотоиндуцированные парамагнитные
центры, ответственные за сигнал I в хлоропластах Vicia
faba, по их релаксационным характеристикам. Был
использован метод регистрации сигнала дисперсии в
условиях быстрого прохождения при разных значениях
амплитуды высокочастотной модуляции (Нт). По мере
увеличения Нт амплитуда колоколообразного сигнала
дисперсии проходит через максимум, положение которого
зависит от Тг и Т% парамагнитного центра. При еще
больших значениях Нт сигнал дисперсии расщепляется,
причем характеристики этого расщепления также зависят
от Тх и Т2. Исследование сигнала I при 77° К с суммарной
интенсивностью, соответствовавшей —5-Ю 1 6 спин-см~3,
показало, что в него дают вклад по крайней мере четыре
типа парамагнитных центров, различающихся по своим
релаксационным характеристикам.

Таким образом, вопрос о природе всех фотоиндуциро-
ванных парамагнитных центров, ответственных за сигнал
ЭПР I в фотосинтезирующих системах, еще далеко не ре-
шен. Необходимы дальнейшие количественные исследова-
ния, особенно кинетические.

Из изложенного ясно также, что вопрос о возможной
роли полупроводниковых механизмов в первичных ста-
диях фотоиндуцированного разделения зарядов в фотосин-
тезирующих системах (вероятно, это единственный важный
биологический процесс, где можно подозревать участие
полупроводниковых механизмов) также остается от

*) Недавно появилась новая работа, авторы которой получили
совпадение спектральных [и радиоспектроскопических измерений
[188J.
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крытым. Здесь следует упомянуть и о серии работ по тер-
молюминесценции фотосинтетиков, результаты которых
свидетельствуют в пользу реальности полупроводниково-
го механизма, хотя их и нельзя считать однозначным до-
казательством [190, 191].

§ 7.5. О ТУННЕЛЬНЫХ МЕХАНИЗМАХ ПЕРЕНОСА ЭЛЕКТРОНОВ
МЕЖДУ КОМПОНЕНТАМИ ЦЭТ

В § 7.3 были обсуждены экспериментальные данные,
указывающие, что темновой перенос электронов между
некоторыми соседними компонентами ЦЭТ хлоропластов
и хроматофоров может происходить с заметной скоростью
даже при 4° К, причем последняя практически не зависит
от температуры в довольно широком интервале в области
низких температур. Эти результаты, естественно, наводят
на мысль о квантовомеханическом туннелировании между
соседними носителями в ЦЭТ. Впервые такое предположе-
ние высказали, по-видимому, Де Во и Чане [126], анали-
зируя полученные ими данные о постоянстве скорости
переноса электрона от цитохрома на бактериохлорофилл
в интервале температур от 130 до 30° К (впоследствии
до 4° К). Выше 130° К, однако, скорость реакции зависит
от температуры.

Считая, что при неизменных характеристиках барье-
ра данный эффект исключает туннельный механизм пере-
носа при температурах выше 130° К, авторы сделали по-
т ытку объяснить наблюдаемую температурную зави-
симость тепловым расширением потенциального барьера.
Эта попытка оказалась неудачной, так как собственные
оценки привели авторов [126] к необходимости принять
совершенно нереальное значение высоты барьера (4 кзв).
Поэтому в цитируемой выше работе Де Во и Чане рассмат-
ривают экспериментально полученную температурную
кривую как результат наложения двух процессов: теплово-
го (иадбарьерного) переноса и туннельного переноса, не
зависящего от температуры и определяющего его кинети-
ку при низких температурах. Такое объяснение также
представляется маловероятным (см. [129]). При этой
трактовке высота барьера должна равняться энергии
активации электронного переноса в высокотемпературной
области, т. е. всего 0,14 эв. Для согласования резуль-
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татов измерений в области низких и высоких температур
приходится принять, что ширина барьера примерно равна
75 А. Диаметр молекулы цитохрома не превышает 36 А,
что делает существование столь низкого и широкого
барьера по меньшей мере^сомнительным.

Уже в 1967 г. Чане и его сотрудники предложили но-
вое объяснение тех же экспериментальных данных [127].
Основой их объяснения является предположение о том,
что процесс окисления цитохрома с переносом электрона
на фотоокисленный активный центр (катион бактерио-
хлорофилла) во всей исследованной области темпера-

тур (от 300 до 4,5° К) проходит по туннельному механиз-
му, но с различных уровней, находящихся в термическом
равновесии (например, они постулировали существова-
ние одного возбужденного уровня туннелирования, ле-
жащего на 0,14 эв выше основного).

В 1968 г. Гутман 1192] показал, что при разумной вы-
соте барьера 1 эв и ширине 21—28 А туннелирование обес-
печивает более высокую скорость электронного транспор-
та, чем надбарьерный перенос даже при температурах,
превышающих комнатную. Подробное теоретическое ис-
следование возможности туннельного транспорта электро-
нов между компонентами ЦЭТ было выполнено в работах
Григорова и Чернавского [129, 131]. Дальнейшее изложе-
ние следует этим работам (см. также [193]) и носит качест-
венный характер. Более строгие количественные оценки
и выводы можно найти в цитированных выше работах.

Следует сразу отметить, что сама концепция туннель-
ного переноса электрона применима только в квазиклас-
сическом приближении, т. е. в тех случаях, когдаАбарьер
достаточно высок и, значит, его характеристики мало за-
висят от присутствия или отсутствия переносимого элект-
рона. Последнее обстоятельство подчеркнуто в критиче-
ском выступлении Остерхоффа и Купермана [194] при об-
суждении доклада Чанса. Однако для электронного транс-
порта в ЦЭТ эти условия выполняются. Центры, между
которыми переносится электрон, представляют собой дос-
таточно глубокие электронные ловушки (глубиной не
менее 1 эв), отделенные друг от друга многими атомами
и атомными группами, связанными между собой ковалент-
ными и ван-дер-ваальсовскими связями и содержащими
множество электронов, занимающих все доступные ло-
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кальные энергетические уровни. Таким образом, наличие
или отсутствие переносимого электрона практически не
влияет на параметры барьера и ловушек. Взаимным влия-
нием ловушек (активных центров переносчиков) также
можно пренебречь, так как эксперимент показывает, что
электронные спектры поглощения переносчиков непосред-
ственно не зависят от электронного состояния соседей.
Поэтому в нулевом приближении можно считать, что в
каждой ловушке переносимый электрон движется в само-
согласованном поле ядер и других электронов, аппрокси-
мировать это поле стабильной (если не считать колебаний
атомных групп и конформационных изменений) потенци-
альной ямой и рассматривать уровни только одного лиш-
него (приходящего или уходящего) электрона. Более то-
го, можно ограничиться рассмотрением только основного
электронного уровня ямы, так как возбужденные элект-
ронные уровни активных центров переносчиков лежат
обычно значительно выше основных. Поэтому вполне за-
конно говорить в этом случае о локализации электрона,
т. е. считать состояние локализованного в одной из по-
тенциальных ям электрона стационарным, а присутствие
соседней ямы — слабым возмущением. Можно пользо-
ваться такими понятиями, как прозрачность барьера, час-
тота столкновений электрона со стенкой барьера и т. п.

Итак, рассмотрим задачу о переносе электрона между
двумя соседними компонентами ЦЭТ, обладающими сфор-
мулированными выше характеристиками, т. е. задачу о
переносе электрона между основными электронными уров-
нями двух потенциальных ям: левой (л) и правой (п).

Для конкретности примем *), что .Ел ^> £п и перенос
идет слева направо (в исходный момент времени электрон
локализован в левой яме — левый переносчик восстанов-
лен, а правая яма пуста — правый переносчик окислен).
Известная формула для частоты туннельного переноса
(в случае прямоугольного барьера)

w = w0 ехр ( — - ^ - У2т (и - Е<>) ) , (7.4)

где ы>о — частота столкновений электрона со стенкой
барьера, L — ширина барьера, и — высота барьера, счи-

*) Верхний индекс нуль означает чисто электронное состояние.
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тая от дна ямы, Е° — уровень энергии электрона и m —
масса электрона, в данном случае неприменима: она вер-
на лишь для систем с непрерывным спектром правой (пус-
той) ямы. Григоров [129] рассмотрел в общем виде задачу
о туннельном переносе электрона между ямами с диск-
ретными спектрами типа изображенных на рис.7.10.

Рис. 7.10. Аппроксимация двух соседних переносчиков ЦЭТ потен-
циальными ямами, имеющими дискретные спектры.

Группы уровней выше Ей

л и Е^ — колебательные подуровни ос-
новного электронного состояния (по [129]).'

В случае дискретных спектров при рассмотрении тун-
нельного переноса возникает проблема баланса энергии,
если Е9„ Ф Е\. Выше мы говорили, что левая и правая
ямы практически не взаимодействуют. Слово «практиче-
ски» означает, что смещение уровней Е\ и Е„ за
счет взаимодействия значительно меньше глубины ямы.
Смещение уровней максимально при точном резонансе,
когда Е% — Еп- В этом случае имеет место, собственно,
не смещение, а резонансное расщепление АЕГ, равное

АЕГ = /?° ехр ( - ~ V2m(и - Е0)} . (7.5)

Если разность уровней в левой и правой ямах АЕ =
= Ел — Ея меньше или равна АЕГ, то проблемы баланса
энергии не возникает. В системе происходят квантово-
механические колебания. Электрон, находившийся пер-
воначально в левой яме, за время тг = %1АЕГ переходит
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в правую яму, затем через то же время возвращается
в левую и т. д. [195]. В среднем по времени электронная
плотность равномерно распределена между двумя ямами.

Подставив в уравнение (7.5) разумные значения пара-
метров компонент ЦЭТ, легко убедиться, что AEr ~
~10~6 -ч- 10~4 эв. Трудно представить, чтобы электронные
уровни различных переносчиков совпадали с такой точ-
ностью (напомним, что для удовлетворения баланса энер-
гии требуется, чтобы АЕ = Е°л — Е°п <^ АЕТ). Если же
АЕ ]> АЕТ и условия резонанса не выполнены, то тун-
нельный перенос может произойти только в том случае,
если одновременно реализуется некоторый процесс, ком-
пенсирующий энергетический разбаланс.

Туннелирование может в принципе сопровождаться ин-
дуцированными молекулярными колебаниями и други-
ми процессами, способными непосредственно «откачивать»
избыток энергии. С первого взгляда может показаться,
что если учитывать все возможные молекулярные колеба-
ния, то энергетический спектр должен быть почти сплош-
ным. Действительно, даже для такой сравнительно про-
стой молекулы, как бензол, плотность колебательных
уровней равна около 104 эв~1 [196], а в более сложных мо-
лекулах она еще выше. Однако огромное большинство
этих уровней оказывается комбинированным: почти каж-
дое результирующее колебательное состояние можно пред-
ставить в виде суперпозиции многих нормальных колебаний.
Перенос электрона способен возбудить не любые ко-
лебательные степени свободы, а только те, которые «силь-
но сопряжены» с перемещением заряда. Перенос электро-
на из левой ямы в правую ведет к изменению равновесных
положений соседних заряженных групп и, следовательно,
к изменению соответствующих колебательных частот.
Степень сопряжения колебательной степени свободы с
электронным переносом в первом приближении пропор-
циональна относительному сдвигу равновесного положе-
ния заряженных групп. Поэтому тип спектра (его не-
прерывность или дискретность) полностью определяется
природой групп, непосредственно примыкающих к ак-
цептору или донору электрона (последние фактически
образуют правую и левую ямы).

Поскольку, как мы видели выше, в интересующих нас
системах АЕГ очень мало, можно считать, что всегда



236 ЭЛЕКТРОННЫЙ .ПЕРЕНОС В БИОСИСТЕМАХ [ГЛ. 7

АЕ ^> АЕГ. В принципе имеются три типа физических
процессов, которые могут сделать возможным в этом
случае туннельный перенос электрона: 1)̂  рождение фо-
нонов; 2) передача энергии колебательным степеням сво-
боды, когда большое число нормальных колебаний
сильно сопряжено с переносом электрона; 3) передача
энергии колебательным степеням свободы, когда с перено-
сом электрона сильно сопряжены лишь немногие специ-
фические степени свободы.

Решение задачи для туннельных переходов, сопровож-
дающихся рождением и поглощением фононов, было про-
ведено Григоровым [129] с помощью обычных методов
квантовой теории излучения. Был получен следующий
очевидный результат: этот механизм может играть сколько-
нибудь существенную роль в том случае, когда длина
волны фонона имеет порядок размера потенциальной ямы,
что для рассматриваемых систем соответствует величинам
АЕ ^ 10~3э<?, т. е. отвечает уже обсужденному варианту
случайного резонанса уровней.

Возбуждение нормальных колебаний при процессе
типа 2) возможно тогда, когда окружение ямы содержит
большое число заряженных или полярных групп, что
имеет место, например, при переносе электрона между
ионами переменной валентности в растворах электролитов
(см., например, [197—199]). Фактически процесс типа
2) сводится к поляризации среды и напоминает образова-
ние полярона. Ситуация полностью аналогична случаю
сплошного спектра, и туннелиравание может происходить
при любой разнице между Ел и Еа. Избыток энергии
АЕ в этом случае, как и при процессе типа 1), диссипирует.

Электронные ловушки компонент ЦЭТ встроены в бел-
ково-липидные мембраны и не контактируют непосред-
ственно с водной электролитной средой клетки. Поэтому
процессы типа 2) вряд ли играют важную роль в биоло-
гическом электронном транспорте. Вероятно, определя-
ющее значение имеют процессы типа 3), когда потенциаль-
ные ямы отделены от ионной среды неполярной оболоч-
кой и вблизи места локализации переносимого электрона
может находиться только небольшое число заряженных
групп. Лишь немногие нормальные колебания в этом
случае могут быть сопряжены с электронным переносом,
и колебательный спектр должен считаться дискретным.
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Возможны два различных механизма передачи энергии,
освобождающейся при электронном переносе, колебатель-
ным степеням свободы: возбуждение колебательного кван-
та в правой яме в результате переноса электрона и терми-
ческое возбуждение изменения колебательной частоты
до переноса электрона.

Вероятность первого процесса не зависит от темпера-
туры, вероятность второго пропорциональна вероятности
термического возбуждения данного колебательного кванта
до переноса электрона и поэтому должна экспоненциально
зависеть от температуры. Естественно, первый процесс
должен преобладать при низких, а второй — при высоких
температурах.

Условие баланса энергии для первого процесса имеет
вид

АЕ = 7ш к = Ек, (7.6)

а для второго — вид

АЕ = АЕК = ЙДсо,,. (7.7)

Здесь сок — частота возбуждаемого колебательного кван-
та, а Ашк = а>к — о)'к — разность между «новой» шк

и «старой» сок колебательными частотами. Спектральные
данные показывают, что для молекул, аналогичных ак-
тивным центрам переносчиков ЦЭТ,

Ек ~ АЕК ~ 0,1 эв. (7.8)

Время жизни колебательных возбужденных состояний
молекул составляет 10~12 — 10~13 сек. За это время коле-
бательное возбуждение затухает, отдавая энергию фоно-
нам. Для неопределенности энергии колебательного кван-
та имеем поэтому Г <~ 10~2—10~3 эв, и для соблюдения
баланса энергии не требуется точного выполнения условий
(7.6) и (7.7). Если бы для переноса было необходимо
строгое их выполнение, то вероятность переноса была бы
пропорциональна Ь(АЕ, Ек) или 8(АЕ, АЕК). Теперь же
вместо б-функций появляются множители

И Л И /Ag-Aff МА-Г* С7 '9)(Л к — ек)2 + г2 (дя — д£ к) 2 + г2

(см. [129]). Эти множители максимальны в условиях ре-
зонанса, т. е. при выполнении (7.6) и (7.7).



238 ЭЛЕКТРОННЫЙ ПЕРЕНОС В БИОСИСТЕМАХ 1ГЛ. ?

Таким образом, можно ожидать, что туннельный пере-
нос электрона между соседними компонентами ЦЭТ
будет эффективен в тех случаях, когда разность энергий
их основных электронных уровней составит примерно
0,1 ± 0,1 эв. В работах [129, 131] показано, что теория,
развитая на основании изложенных представлений, спо-
собна вполне удовлетворительно описать известные экс-
периментальные данные по кинетике электронного пере-
носа между соседними центрами ЦЭТ при высоких и низ-
ких температурах. При выборе разумных характеристик
компонент ЦЭТ туннельный механизм переноса электрона
обеспечивает несравненно более высокую скорость пере-
носа, чем надбарьерный, которым поэтому можно пре-
небречь.

Принятие туннельного механизма переноса электронов
в качестве основного при рассмотрении функционирования
ЦЭТ мембранных структур митохондрий и хлоропластов
не исключает возможности диффузионного сближения
ряда переносчиков до расстояний, при которых стано-
вится реальным туннельный перенос.

Разность электронных уровней соседних переносчиков
в принципе должна быть близка к разности их окисли-
тельно-восстановительных потенциалов. Для многих участ-
ков ЦЭТ требования (7.6), (7.7) и (7.8) удовлетворяются.
Однако иногда эта разность значительно превышает 0,1 эв.
Так, например, на участках ЦЭТ, на которых реализуется
сопряжение электронного переноса с фосфорилированием
(см. ниже гл. 8), АЕ должна превышать 0,5 эв. При такой
ее величине туннельный перенос (как и надбарьерный)
становится маловероятным и не может обеспечить наблю-
даемых скоростей электронного транспорта. Следует пом-
нить, однако, что значения окислительно-восстановитель-
ных потенциалов макромолекул переносчиков относятся
к энергиям системы в равновесном состоянии. Но, как мы
видели в гл. 5, равновесные конформации переносчика
в присутствии электрона (активный центр восстановлен)
и в его отсутствие (активный центр окислен) могут сильно
отличаться друг от друга и переход между двумя кон-
формациями происходит сравнительно медленно. Таким
образом, после переноса электрона большая часть молеку-
лы акцептора окажется в неравновесной конформации,
которая медленно релаксирует к равновесной. В этом
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случае условием туннельного переноса является не
совпадение (с точностью до 0,1 эв) электронных уровней
восстановленного донора и восстановленного акцептора
в их равновесных конформациях, а наличие соответственно
расположенного электронного уровня акцептора в окис-
ленной конформации. Энергия, освобождающаяся при
туннелировании, всегда диссипирует, но энергия, мед-
ленно освобождающаяся при релаксационном переходе
в новое конформационное состояние, может использо-
ваться. (Подробнее см. ниже, в гл. 8.)

Не следует думать, что все проблемы, возникающие
при рассмотрении физических механизмов электронного
переноса в биологических структурах, в принципе уже
решены. Более или менее точные кинетические данные
в широком интервале температур получены лишь для
нескольких конкретных процессов переноса в фото-
синтезирующих объектах (в основном в бактериях). Теория
еще далека от совершенства: она носит качественный
характер, а грубость количественных оценок не позволяет
относиться к ним с полным доверием.

О противоречивости многих экспериментальных кине-
тических и термодинамических результатов исследований
ЦЭТ митохондрий уже шла речь в § 7.3. Короче говоря,
эта область биологической физики представляет собой
благодарное поле деятельности для ученых самых различ-
ных специальностей, от теоретической физики до биоло-
гической химии.
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ФИЗИКА ТРАНСФОРМАЦИИ И АККУМУЛЯЦИИ
ЭНЕРГИИ В КЛЕТКЕ

§ 8.1. ВВЕДЕНИЕ

Проблема трансформации и аккумуляции энергии в
клетке —• одна из центральных проблем биологической
физики — имеет множество аспектов. Первоначальными
источниками энергии для всех существующих на Земле
живых организмов служат либо солнечный свет (для рас-
тений и фотосинтезирующих бактерий), либо энергия,
выделяющаяся при химических превращениях (главным
образом при окислении) ряда веществ — пищи. Эта энер-
гия трансформируется, аккумулируется и затем исполь-
зуется для обеспечения многочисленных процессов, свя-
занных с жизнедеятельностью. В их число входят: синтез
новых низко- и высокомолекулярных соединений, созда-
ние неравновесного распределения ионов и других низко-
молекулярных частиц в гетерогенных тканевых и внутри-
клеточных структурах, механическое движение, свечение
и т. д. Со времени пионерской работы Липманна [1]
начало распространяться и постепенно стало почти обще-
принятым представление о том, что универсальным «хра-
нителем энергии», универсальной энергетической «размен-
ной монетой» в биологических системах служат молекулы
аденозинтрифосфорной кислоты (АТФ), причем гидролити-
ческое отщепление от них концевой фосфорной группы
с образованием молекул аденозиндифосфорной кислоты
(АДФ) и неорганического ортофосфата в водной среде
сопровождается довольно значительным понижением энер-
гии системы. Если это действительно так, то центральным
пунктом проблемы трансформации и аккумуляции энер-
гии в биологии является вопрос о механизме синтеза АТФ
из АДФ и неорганического фосфата (Фн) за счет указан-
ных выше первоначальных источников энергии. В послед-
ние годы, однако, на страницах ряда журналов вновь
разгорелась оживленная дискуссия по поводу того, можно
ли считать АТФ хранителем энергии. Дискуссия часто
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носит терминологический и несколько наивный характер,
но, несмотря на это (а может быть, именно поэтому),
ее анализ может оказаться весьма полезным для постанов-
ки некоторых принципиальных вопросов. В § 8.2 при
рассмотрении понятия макроэргической связи, а также
физического смысла утверждений типа «энергия запаса-
ется в форме макроэргических сложноэфирных связей с
повышенным значением свободной энергии гидролиза»

и «полезная работа осуществляется за счет энергии, ос-
вобождающейся при гидролизе АТФ» мы остановимся и
на материалах этой дискуссии.

При чтении многих монографий и обзоров, посвящен-
ных механизму образования АТФ, может сложиться
впечатление, что процессы субстратного фосфорилирова-
ния, т. е. синтеза АТФ в ходе отдельных ферментативных
реакций при гликолизе, в принципе понятны (хотя иногда
и не хватает знаний конкретных химических деталей)
и главной загадкой остаются механизмы образования АТФ
в мембранных структурах, т. е. процессы окислительного
или фотосинтетического фосфорилирования. Одна из су-
ществующих концепций фосфорилирования в мембранах —
химическая концепция — утверждает, что решение про-
блемы заключается в нахождении конкретных промежу-
точных фосфорилированных продуктов в конкретных
пунктах сопряжения, т. е. в сведении задачи о фосфорили-
ровании в мембране к «уже решенной и вполне понятной»
задаче о механизме субстратного фосфорилирования.
Однако внимательное рассмотрение показывает, что фи-
зические принципы сопряжения энергодонорной и энерго-
акцепторной реакций при субстратном фосфорилировании
ничуть не более и не менее понятны, чем соответствующие
принципы для фосфорилирования в мембранах.

Поэтому в § 8.3 будут представлены экспериментальные
данные, относящиеся к проблеме субстратного фосфорили-
рования, и обсуждены возможные физические механизмы
этого процесса. В § 8.4 будут приведены основные данные
по синтезу АТФ в мембранных структурах митохондрий и
хлоропластов, а в § 8.5 — рассмотрены] существующие
теоретические представления о механизме этого процесса.
Наконец, в § 8.6 будет сформулирован возможный новый
подход к проблеме трансформации и аккумуляции энергии
в клетке.



242 ТРАНСФОРМАЦИЯ ЭНЕРГИИ В КЛЕТКЕ |ГЛ. 8

§ 8.2. ПРОБЛЕМА АТФ

Во всех учебниках биохимии, в многочисленных моно-
графиях и обзорах подробно рассказывается о роли АТФ
в химических превращениях веществ при биоэнергетиче-
ских процессах в клетке. Если попытаться суммировать
все, что говорится по этому поводу, то можно сформулиро-
вать следующие, практически общепринятые утверждения.

1. Внутриклеточные химические процессы, идущие
с понижением энергии (обычно говорят: с понижением
свободной энергии), обеспечивают синтез АТФ из АДФ
и ортофосфорной кислоты:

АДФ + Н 3РО 4 -*• АТФ + Н2О. (8.1)
2. Процессы, идущие с повышением энергии, происхо-

дят за счет гидролиза АТФ *) :
АТФ + Н2О -»- АДФ + Н8РО4. (8.2)

Не имеет смысла приводить здесь конкретные примеры,
доказывающие эти утверждения. Их можно найти в ряде
обстоятельных монографий (см., например, [2, 3]) и в
прекрасной подборке оригинальных статей в сборнике,
изданном Калькаром [4].

По поводу реакций (8.1) и (8.2) следует сделать несколь-
ко замечаний. Легко видеть, что реакция синтеза АТФ
(8.1) представляет собой обращение реакции гидролиза
АТФ (8.2). Тем не менее они записаны отдельно, а не в
форме одной обратимой реакции:

АДФ + Н 3РО 4 ^ АТФ + Н2О. (8.3)
Это сделано не потому, что процессы (8.1) и (8.2) в

принципе необратимы. В каждом конкретном случае фер-
мент (или ферменты), ускоряющий реакцию (8.1), в равной
мере, естественно, ускоряет и реакцию (8.2), однако кон-
денсация (8.1) и гидролиз (8.2), как правило, локализо-
ваны в разных местах и катализируются в клетке разными
ферментами, при разных локальных концентрациях ионов,
существенно влияющих на скорости реакций. Поэтому

*) Вообще говоря, в ряде процессов гидролизу может подвер-
гаться не концевая макроэргическая связь в АТФ, а макроэрги-
ческая связь, гидролиз которой приводит к образованию адено-
зинмонофосфорной кислоты (АМФ) и пирофосфорной кислоты:
АТФ + Н2О —» АМФ '+ Н4Р2О7. Существование двух путей гидро-
лиза АТФ, вероятно, играет важную биохимическую роль [5], но
не вносит никаких изменений в последующее рассмотрение. Поэтому
в дальнейшем мы не будем касаться этого вопроса.
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в целой клетке идет, по существу, множество различных
реакций (8.1) и множество различных реакций (8.2), для
каждой из которых можно написать свое уравнение (8.3).
Стрелки в (8.1) и в (8.2) отражают не то обстоятельство, что
эти реакции необратимы, а то, что они реализуются в усло-
виях, когда в каждом конкретном случае локальное ис-
ходное состояние системы (АТФ, АДФ, Н3РО4 и Н2О)
сдвинуто влево от равновесного.

Второе замечание также касается условности формы
записи уравнений (8.1) — (8.3). Каждая из компонент,
участвующих в этих реакциях; может находиться в раз-
личных состояниях ионизации. Ограничимся пока рас-
смотрением термодинамических аспектов проблемы. Ины-
ми словами, временно забудем о существовании различ-
ных конкретных механизмов, связанных с различиями
ферментов, катализирующих процессы (8.1) и (8.2),
и локальных условий протекания последних, а будем обсу-
ждать некое конкретное равновесие (8.3), положение кото-
рогов принципе не зависит от наличия фермента *) . Учиты-
вая вышесказанное, запись (8.3) можно понимать двояко.

В первом случае АДФ, АТФ и Н 3РО 4 означают соот-
ветствующие нейтральные молекулы, т. е.

?l
СН2-О-Р-О-Р

} r ОН О

tf 8 ff
Р — О — Р — О — Р —

Р ОН

н он

АТФ

0 0 О

II II И
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он он он

он он
АДФ Н 3 Р О 4

*) При условии, конечно, применимости понятии равновесной
термодинамики. Вопрос об их применимости в данном случае будет
рассмотрен ниже.
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В этом случае (8.3) относится к одному из множества
частных химических равновесий, устанавливающихся в
системе АТФ, АДФ, Фн в водной среде, а соответству-
ющая измеряемая константа равновесия реакции гидро-
лиза

К = аАДфаНзРО, ( 8 4 )
аАТФ

является истинной константой равновесия данной част-
ной реакции. В (8.4) символом аг обозначена активность
соединения i в водной фазе в равновесии. Константа К,
естественно, относится к процессу (8.3), при котором
исходные и конечные продукты растворены в одной и той
же водной среде (одинакового ионного состава), и не за-
висит от пути реакции. Как обычно, с К однозначно свя-
зана стандартная свободная энергия процесса

AF0 = — RT In К, (8.5)

являющаяся функцией температуры и ионной силы.
Во втором случае символы АДФ, АТФ и Н 3РО 4 озна-

чают все состояния ионизации соответствующих молекул
(а иногда и их соли с ионами Mg2+, Ca2 + и т. д.). Тогда
величина

аАТФ

не является истинной константой равновесия какой-либо
частной реакции, а сложным образом выражается через
истинные константы разных частных реакций. Равным
образом, величина

Д^абл = -ВТ \П Кяабл (8.7)

имеет смысл изменения свободной энергии системы при
единичных суммарных активностях всех форм АТФ, АДФ
и неорганического фосфата в среде, причем это изменение
рассчитано на 1 моль гидролизующейся АТФ во всех
имеющихся состояниях. Величина (8.7) зависит от темпе-
ратуры, ионной силы, рН и ионного состава среды.

В данной главе (если специально не оговаривается об-
ратное) константу равновесия процесса (8.3), а также стан-
дартную свободную энергию гидролиза АТФ мы всегда
будем понимать во втором смысле, т. е. иметь дело с эф-
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фективными наблюдаемыми величинами. В какой мере
последние отвечают энергетике реальных процессов в
клетке, будет ясно из дальнейшего, однако если какие-
либо равновесные термодинамические характеристики ре-
акций (8.1) и (8.2) и имеют непосредственное, прямое
отношение к биоэнергетике, то это только эффективные
величины.

Непосредственное измерение значением (8.6) и (8.7)
весьма затруднительно, так как равновесие в процессе
(8.3) практически полностью сдвинуто влево и А^набл

превышает 105 и, следовательно, при любых разумных
концентрациях АДФ и ортофосфата равновесие устанав-
ливается при исчезающе малых количествах АТФ. Поэтому
обычно величины (8.6) и (8.7) находят косвенным путем,
измеряя константы равновесия нескольких процессов,
алгебраическая сумма которых дает процесс (8.3). При та-
ких расчетах предполагается, что измеряются истинные
равновесные, а не стационарные состояния, а это накла-
дывает ограничения на характерные времена процессов
(см. § 3.1). Кроме того, допускается применимость закона
действующих масс ко всем рассматриваемым реакциям,
что, в соответствии с гл. 5, требует отсутствия белков
в конечных и начальных продуктах.

Наиболее полные данные представлены в двух по-
следних работах [6, 7]. В обеих работах использованы
данные по равновесию ферментативного синтеза глютамина
из глютамата и аммиака с участием АТФ и ферментатив-
ного гидролиза глютамина:

Глютамат + NH 3 + АТФ ^ Глютамин + АДФ + Фн,
(8.8а)

Глютамин + НаО ^ Глютамат + NH 3 . (8.86)

Очевидно, для интересующей нас величины получим
•&набл = К-ъ'К-о, где КА и KQ — константы равновесия
реакций (8.8а) и (8.86) соответственно.

Альберти [8, 9] использовал результаты, найден-
ные в работе [10], и построил контурные диаграммы
для Л-̂ набл гидролиза АТФ как функции рН и pMg.
В уже цитированной работе [6] Шикама распространил
эти расчеты на системы с различными концентрациями
ионов Са2+.
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В недавно опубликованном детальном исследовании
Розинг и Слейтер [7] пересмотрели ранее полученные
результаты. С помощью прямых тщательно выполненных
измерений они показали, что использованное во
всех предыдущих расчетах значение Кл завышено при-
мерно в 5 раз. Они исправили также величину константы
устойчивости^ комплекса^ ионов _ Mg2+ с глютаматом,
входящую в. расчет, учли связывание ионов К+, АТФ,
АДФ и Фн, а также ввели поправки на коэффициенты
активности реагентов. По-видимому, полученные ими
численные значения термодинамических параметров
обратимого гидролиза АТФ наиболее надежны из всех
известных в настоящее время.

При физиологических условиях концентрации_^АТФ
и АДФ можно принять приблизительно равными друг
ДРУГУ> а концентрацию Фн — порядка 10~2—10~3 М.
Поэтому реальные абсолютные значения AF гидролиза
(или синтеза) одного моля АТФ в клетке должны быть боль-
ше стандартных величин AF0.

Как правило, абсолютные значения стандартных
свободных энергий гидролиза эфиров ортофосфорной
кислоты меньше величин, приведенных в [7J для реак-
ции (8.3). Так, A.F0 гидролиза глюкозо-6-фосфата со-
ставляет всего 3 ккал/моль. Однако существуют и про-
межуточные случаи (см., например, 111]), так что деле-
ние органических фосфорных эфиров на богатые и бед-
ные энергией, на макроэрги и микроэрги, в известной
мере условно. Тем не менее то обстоятельство, что АТФ
и АДФ относятся к классу фосфорных эфиров с повы-
шенным (по сравнению с большинством) абсолютным
значением свободной энергии гидролиза, имеет прямое
отношение к функционированию этих соединений, а по-
этому я считаю термины «макроэрг» и «макроэргическая
связь» вполне оправданными. В упоминавшейся выше
дискуссии концепции макроэргических связей (или
соединений), а также представления о том, что АТФ
является хранителем энергии в клетке, были подвергнуты
ожесточенной критике главным образом в работах Бэнкс
и Вернона [11—15]. Все критические высказывания под-
робно обсуждались в статьях [16—19]. В этой дискуссии
были затронуты некоторые принципиальные вопросы био-
энергетики.
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Прежде всего о понятии макроэргическая связь. Мы
будем вести обсуждение, пользуясь обычной термоди-
намической терминологией, а именно понятиями сво-
бодной энергии и энтропии. Вопрос о законности такой
терминологии в конкретных случаях будет рассмотрен
ниже. Еще в первой критической статье Гиллеспи, Моу и
Верной [12] утверждали, что термины «макроэргическая
связь» или «богатая энергией связь» лишены смысла, так
как, во-первых, речь идет не о более сильных, а о более
слабых связях (реакция гидролиза сопровождается пони-
жением, а не повышением свободной энергии), а во-вторых,
AF" — стандартное изменение свободной энергии — от-
носится не к связи, а к процессу. Рассуждения подобного
типа довольно широко распространены в литературе (см.,
например, [20, 21]). Мне они представляются ложными.
Физический смысл понятия «богатое энергией соединение»
заключается в следующем: для данной системы в данном
состоянии (например, АТФ в водной среде) существует
в принципе кинетически доступное состояние (АДФ -)-
-f- Фн в водной среде), характеризующееся более низким
уровнем свободной энергии. Изменение энергии при пере-
ходе от первого состояния ко второму больше среднего
изменения для известного ряда аналогичных процессов.
Начиная с Липманна, никто не вкладывал в понятие
макроэргичности другого содержания. Утверждение о
запасании энергии в АТФ ничем не отличается от утвер-
ждения, что энергия запасена в поднятом грузе и может
быть использована при его переходе на более низкий
по высоте, кинетически доступный уровень, или о том,
что энергия запасена в смеси 2Н2 -\- О2 и может быть
использована, если создать условия для перехода смеси
в новое, в принципе кинетически доступное состояние
(2Н2О) с более низким уровнем свободной энергии (напри-
мер, если инициировать цепную реакцию горения водоро-
да повышением температуры). Кинетическая устойчивость
АТФ (в отсутствие соответствующих ферментов), груза
(пока под ним есть твердая опора) и смеси водорода с
кислородом (пока температура при данном давлении
не достигла первого предела воспламенения) не имеет
никакого отношения к существу дела. Конечно, отнесе-
ние энергии системы к одной связи (макроэргическая
связь) условно и имеет только тот смысл, что в процессе
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перехода от состояния с повышенной свободной энер-
гией в состояние с более низкой свободной энергией
гидролизу подвергается именно данная связь. Никто
из серьезных исследователей никогда и не вкладывал в
это отнесение другого смысла. Понятие «энергия свя-
зи» в химических соединениях всегда более или менее
условно. Так, например, изменение энергии при реак-
ции образования метильного радикала из метана
СН4 -> СН3 + Н' часто называют энергией связи С—Н,
хотя в ходе этого процесса не только рвется двухэлек-
тронная связь С—Н, но и происходит перестройка всего
остатка молекулы с изменением распределения электронной
плотности, валентных углов и межъядерных расстояний.

Можно в принципе дать другое определение энергии
связи С—Н в метане, а именно считать ее равной одной
четверти энергии, выделяющейся при синтезе молекулы
СН4 в газовой фазе *) в результате протекания гипоте-
тической реакции между атомами С и Н: С + 4Н -*- СН4.
Естественно, величина энергии связи С — Н будет
в этом случае отличаться от измеренной по первому
способу.

Таким образом, терминологическая часть критики
представлений современной биоэнергетики, содержащая-
ся в цитированных выше работах Бэнкс, Вернона и др.,
не представляется серьезной. Любое утверждение и
термин могут привести к недоразумениям, если их не-
правильно понимать. Физики прекрасно пользуются тер-
мином «сила тока», не заботясь о том, что эта сила не имеет
никакого отношения к силе в ньютоновском смысле.

При рассмотрении понятия макроэргических фос-
форноэфирных связей можно поставить вопрос о при-
чинах их макроэргичности, т. е. о причинах того, что аб-
солютная величина свободной энергии гидролиза этих
связей больше среднего значения для близких по структуре
соединений. Ответу на такой вопрос посвящено довольно
много работ (см. [21—23]).

Ни сама проблема, ни ее решение не представляют-
ся сколько-нибудь принципиальными. С одной стороны,

*) Определить энергию этого процесса можно, например, термо-
химически, подобрав соответствующий цикл Гесса.
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проблема эта ничем не отличается от огромного ко-
личества аналогичных задач структурной химии, а с
другой — отличия в несколько ккал/молъ в энергиях
превращений столь сложных молекул не поддаются
достоверной оценке в рамках существующих прибли-
женных квантовомеханических методов расчета много-
электронных и многоцентровых систем. Поэтому выясне-
ние путем расчета причин макроэргичности, во-первых,
неинтересно, а во-вторых, пока невозможно.

Довольно много места в критике основных представ-
лений биоэнергетики, содержащейся в статьях [11—13],
уделено следующим рассуждениям: реакции (8.1) и (8.2)
«на самом деле» в клетке не идут, и поэтому нельзя гово-
рить, что энергия, освобождающаяся в ходе какого-то
другого процесса, запасается в результате протекания ре-
акции (8.1), а энергия, освобождающаяся в ходе реакции
(8.2), обеспечивает протекание некоего эндэргонического
процесса (например, мышечного сокращения). Смысл кри-
тики заключается в том, что истинный механизм процесса,
как правило, неизвестен и выделение стадий (8.1) или (8.2)
условно. Это совершенно справедливо, но не имеет отноше-
ния к делу. Рассмотрим следующий пример. Пусть в не-
которой совокупности клеток в водной среде окисляется
1 моль глюкозы:

СвН12О6 + 6О2 -+ 6СО2 + 6Н2О. (8.9)

Это уравнение не описывает какую-либо элементарную
химическую реакцию, действительно протекающую в клет-
ке. Оно представляет собой условную запись, означающую
следующее: сложный суммарный процесс окисления глю-
козы в клетке, идущий через множество стадий с участием
самых различных низко- и высокомолекулярных соеди-
нений, можно провести так, что в конечном "счете исчез-
новению каждой молекулы глюкозы будет соответство-
вать исчезновение 6 молекул кислорода и образование
6 молекул двуокиси углерода и 6 молекул воды. До на-
чала процесса в водной фазе была первая система:
С6Н12О6 + 6О2, после его окончания — вторая система:
6СО2 -)- 6Н2О. Если клетки находятся в стационарной
фазе развития, то после окончания процесса они оста-
нутся неизменными. С достаточной степенью точности
процесс можно считать изотермическим и изохорическим.
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Поэтому максимальная полезная работа, которую в прин-
ципе может совершить система в результате превраще-
ния (8.9), должна равняться разности свободных гельм-
гольцевских энергий первой и второй систем в водной
среде *), т. е. AF = Fx — F2. Как известно, в водной
среде в стандартных условиях AF0 та 680 ккал/молъ.

Вместе с тем окисление 1 моля глюкозы в клетке
можно в принципе провести в таких условиях, чтобы
единственным суммарным химическим процессом (кроме
(8.9)) был процесс образования 36 молей АТФ из АДФ
и Фн по схеме (8.1), сопровождающийся повышением
свободной энергии на 324 ккал/молъ; будем считать, что
AF гидролиза одного моля АТФ составляет в клетке
около 9 ккал/молъ.

В данном случае к.п.д. процесса будет равен пример-
но 48%. Можно сказать, что энергия, ранее запасенная
в системе С6Н12О6 + 6О2, теперь частично перешла в
систему АТФ + Н2О, причем только эта недиссипиро-
вавшая часть энергии может в принципе использоваться
для совершения полезной работы.

В работе [13] Бэнкс утверждает, что в большинстве
случаев бессмысленно говорить о реализации некоторого
эндэргонического процесса за счет энергии гидролиза
АТФ. В числе прочих она рассматривает процесс синтеза

ХОН + YOH + АТФ ^ XOY+ АДФ+ Н 3РО 4. (8.10)

Обычно его представляют в виде суммы реакций

ХОН + YOH ̂  XOY + Н2О, (8.11)

АТФ + Н2О ^ АДФ + Н3РО4 (8.12)

и говорят, что эндэргоническая реакция (8.11) протекает
за счет экзэргонической реакции (8.12). Однако, под-
черкивает Бэнкс, гидролиз АТФ «на самом деле» в систе-
ме не идет, а АТФ, по-видимому, играет роль фосфори-
лирующего агента, т. е.

ХОН'+ АТФ ̂  ХОФ + АДФ. (8.13)

Конечный продукт ХОУобразуется, вероятно, в результате

*) Вопрос о законности использования понятий равновесной
термодинамики в этом случае будет рассмотрен ниже.
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реакции

ХОФ + YOH ^ XOY + Н3РО,. (8.14)

Таким образом, процесс (8.10) можно с большим пра-
вом представить в виде суммы реакций (8.13) и (8.14),
чем в виде суммы (8.11) и (8.12). Непонятно, отмечает
Бэнкс, зачем пользоваться для объяснения энергетики
процесса реакцией (8.12), которая при правильном функ-
ционировании АТФ не происходит?

Как ни логичны с первого взгляда эти рассуждения,
они неправильны. Прежде всего, реакции (8.13) и (8.14)
столь же мало отражают действительность, как и реакции
(8.11) и (8.12). Детали механизма суммарного процесса
(8.10) неизвестны, но он во всяком случае идет через мно-
жество промежуточных стадий, в которых принимают
участие молекульГ~фермента, испытывающие при этом
химические и конформационные превращения. Однако
до тех пор, пока работает приближение равновесной тер-
модинамики, т. е. до тех пор, пока свободная энергия
является функцией состояния, а ее изменение не зависит
от пути процесса, энергетика суммарной реакции не за-
висит от ее механизма. Это означает, что процесс (8.10)
можно с одинаковым правом разбивать на какие^угодно
стадии, лишь бы их алгебраическая сумма давала (8.10).
Выделение стадии (8.11) вполне естественно: в результате
суммарного процесса (8.10) происходит конденсация ос-
татков X и Y с" образованием XOY, которая сама по себе
требует затраты энергии. Мы видим, однако, что суммар-
ный процесс (8.10) энергетически выгоден, так как при
таком выборе первой стадии дополнительной обязательно
становится стадия (8.12), отвечающая значительному по-
нижению свободной'энергии. Таким образом, если спро-
сить, почему в результате суммарного процесса (8.10)
может реализоваться энергетически невыгодная конден-
сация X и Y с образованием XOY, то единственным пра-
вильным (в рамках равновесной термодинамики) ответом
будет: потому, что «дополнительной» (до суммарного про-
цесса) стадией в этом случае является энергетически выгол-
ный гидролиз АТФ. Выбор обратимого гидролиза АТФ
(т. е. реакции (8.12)) в качестве обязательной стадии при
термодинамическом рассмотрении биохимических про-
цессов оправдан именно тем, что она оказывается универ-
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сальной и удобной при анализе самых различных процес-
сов — от конденсации типа (8.10) до мышечного сокращения
и активного транспорта. В этом выборе и заключается
значение первой работы Липманна [1], который за-
ложил основы классификации и рассмотрения с единой
точки зрения огромного количества внутриклеточных
реакций и превратил, таким образом, необозримый хаос
разрозненных фактов в стройное здание современной био-
химии. Объективной предпосылкой удачности подобного
выбора является, конечно, то обстоятельство, что АТФ —
участник (т. е. входит в число исходных или конеч-
ных продуктов) множества различных биохимических
реакций.

Естественно, сильная сторона термодинамического
рассмотрения, его общность и универсальность, стано-
вится одновременно и причиной его ограниченности.
Термодинамика может лишь запретить или разрешить
некоторый суммарный процесс, но не предсказать кине-
тическую возможность его реализации. Термодинамиче-
ское рассмотрение не может дать деталей механизма того
или иного процесса именно потому, что оно основано на
представлении о потенциалах, не зависящих от пути.

Вполне достаточно того, что термодинамический под-
ход позволил сформулировать идеи, лежащие в основе
современной классификации биохимических реакций,
и делать выводы ©принципиальной возможности или не-
возможности тех или иных внутриклеточных процессов.
Отказываться от выбора гидролиза АТФ (см. (8.12)) в ка-
честве биоэнергетического «етанпарта» неразумно не толь-
ко потому, что любой мыслимый стандарт столь же далек
от реальности (или столь же близок к ней), но и потому,
что АТФ участвует почти во всех химических внутрикле-
точных реакциях.

Рассмотрим теперь вопрос о применимости законов
равновесной термодинамики к системам, далеким от ис-
тинного термодинамического равновесия. По этому по-
воду авторы работ [11—13] рассуждают следующим об-
р зом. В клетке никогда не реализуются равновесия для
процессов типа (8.9) или (8.12), формально соответст-
вующих большим численным значениям изменения
стандартной свободной энергии. Так, например, для
«константы равновесия» реакции окисления глюкозы
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(AF° х 680 ккал/моль) имеем

где at — активность i-й компоненты реакции. При любых
мыслимых условиях равновесие может установиться лишь
после окисления практически всей глюкозы. Поэтому
в клетке окисление глюкозы происходит в условиях,
далеких не только от равновесия, но и от условий, при
которых выполняются онзагеровские соотношения. Таким
образом, понятия равновесной термодинамики, в том
числе и понятие свободной энергии как функции, опре-
деляющей максимальную полезную работу, которую может
произвести система, становятся лишенными смысла.

Это рассуждение ошибочно. Если бы оно было верно,
то законы равновесной термодинамики нельзя было бы
применить, например, при рассмотрении электрохимиче-
ских процессов, в частности при выводе формулы Нернста
для э.д.с. гальванического элемента. Действительно,
в элементе Даниэля, например, реализуется суммарный
химический процесс Zn + Cu2 + =# Gu + Zn 2 + с AF° яз
ж 25 ккал/молъ, что соответствует значению константы
равновесия Kzzi 2-1018.

Это означает, что истинное термодинамическое равно-
весие установится тогда, когда концентрация ионов Zn 2 +

примерно в 1018 раз превысит концентрацию ионов Gu2+,
т. е. тогда, когда практически весь металлический цин-
ковый электрод растворится, а медь осядет в виде металла
на медном электроде. Тем не менее, как хорошо изве-
стно, при рассмотрении термодинамики электрохимиче-
ских процессов с успехом пользуются формулами равно-
весной термодинамики. Дело в том, что в данном случае
неравновесность носит кинетический характер: концен-
трации ионов Си2+ и Zn 2 + меняются в системе чрезвычайно
медленно по сравнению со временем установления равно-
весного распределения по всем остальным степеням сво-
боды'(см. также гл. 3). Поэтому можно считать, что все про-
цессы в системе протекают обратимо при фиксированных
значениях концентраций Zn 2 + и Си2+, играющих роль па-
раметров. Совершенно то же можно сказать и о внутрикле-
точных процессах типа (8.9) и (8.12). Более того, наличие
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медленно релаксирующих к равновесию степеней свободы
является обязательным условием использования движения
системы с участием этих степеней свободы для соверше-
ния полезной работы.

Рассмотрим простой пример изотермического расши-
рения идеального газа в пустоту. В тепловом резервуаре
находится цилиндр, снабженный герметичной перегород-
кой, делящей цилиндр на два объема V1 и F 2 . Перегородка
может выдвигаться; трением мы пренебрегаем, материал
стенок считаем несжимаемым. До начала эксперимента
в объеме V1 содержится газ под давлением ри удовлетво-
ряющим условию теплового равновесия (p^Vx = nRT, где
п — число молей газа), в объеме F 2 — вакуум. Выдвинем
перегородку, т. е. дадим газу возможность увеличить
объем до F x + F a . Поскольку газ идеален, процесс являет-
ся изотермическим, обмена теплом с резервуаром в дан-
ном случае нет. В новом состоянии объем газа составляет
Vx + F 2 и давление р2 — PiV1/(V1 + F2). Внутренняя
энергия системы не изменилась, так как газ считается
идеальным, температура осталась той же, а перегородка
была передвинута горизонтально. Энтропия системы уве-
личилась на nR In (Fx + У2) /Vi. Хотя свободная энергия
системы понизилась на nRT In (Vi + F2) / Fi (связанная
энергия), полезная работа совершена не была.

Проведем теперь тот же процесс изотермического рас-
ширения другим способом, изменив конструкцию устрой-
ства. Вместо перегородки установим поршень, который
для простоты считаем невесомым, и пренебрегаем его
трением со стенками. На поршне установлен груз с такой
массой Mv что

gMxIA = рг = nRT/Vv

где g — ускорение силы тяжести, А — поверхность порш-
ня. Заменим (мгновенно) груз Мг на меньший груз Мъ

(gMJA = р2 = nRTI{Vx + F2)). Система выйдет из равно-
весия, газ изотермически (теперь уже из-за обмена теплом
с резервуаром) расширится, и поршень в конце концов
поднимется на h и займет новое равновесное положение. Как
и в первом случае, в новом состоянии газ будет иметь темпе-
ратуру Т, объем Vx + F 2 и давление р2. Однако внутрен-
няя энергия всей системы повысилась на AU = M2gh, так
как в результате процесса входящий в систему груз Ма
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был поднят на высоту h. Если же не включать в систему
груз Afa, то можно сказать, что система произвела по-
лезную работу M2gh. Количество тепла, полученное от
резервуара и равное

Q = M2gh,

пошло на совершение полезной работы. Мы провели
процесс не оптимальным образом, так как мгновенно
уменьшили груз, заменив М1 на Мг.

Если уменьшать груз постепенно, ожидая каждый
раз установления равновесия, то система сможет забрать
от резервуара и превратить в полезную работу большее
количество тепла, равное в пределе при достаточно медлен-
ном уменьшении груза (от Мх до М2)

nRT In (MJMJ = nRT In [{V1 + V^/Vj].

Чем, в сущности, отличается второй способ проведе-
ния процесса от первого? Если не включать в систему под-
нимаемый груз, то исходное и конечное состояния системы
в обоих случаях идентичны. Однако в первом случае по-
нижение свободной энергии не использовано. Во втором
случае полученное тепло использовано для совершения
полезной работы (поднятия груза). Это произошло бла-
годаря изменению конструкции системы. Появилась воз-
можность возбудить степень свободы, которая чрезвычай-
но медленно обменивается энергией с другими степенями
свободы системы. Кроме того, движение с участием этой
степени свободы происходит настолько медленно, что в каж-
дый момент времени успевает установиться равновес-
ное распределение энергии по всем остальным степеням
свободы.

В нашем случае такая выделенная степень свободы
соответствует механическому движению поршня с грузом
вдоль оси цилиндра. Эта механическая степень свободы
практически не взаимодействует с другими степенями
свободы системы, и энергия (потенциальная энергия под-
нятого груза) может храниться в системе сколь угода
долго (пока груз или поршень не разрушатся). Механизм
возбуждения выделенной степени свободы также вполне
ясен. Возможность возбуждения определяется конструк-
цией устройства и тем, что поршень и груз представляют
собой твердые тела с жесткими связями между их атомами.
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Во всех случаях, когда энергия запасается в форме,
способной превращаться в полезную работу, речь всегда
идет о возбуждении медленно релаксирующих степеней
свободы системы. В этом смысле «молекулярные машины»
ничем не отличаются от обычных *). Аккумуляция энер-
гии, освобождающейся при окислении глюкозы, в форме
АТФ означает возбуждение медленно релаксирующей
степени свободы, соответствующей химическому превра-
щению (8.3) (молекула АТФ устойчива, система АТФ +
+ Н2О отделена от системы АДФ + Н аРО4 высоким ки-
нетическим барьером). Истинная проблема заключается
в конкретном механизме возбуждения медленно релакси-
рующих степеней свободы. Эти механизмы, определяющие
процессы внутриклеточной трансформации энергии, будут
рассмотрены ниже.

Несколько слов по поводу употребления терминов
«свободная энергия» и «полная энергия» при анализе био-
энергетических превращений. Почти все химические про-
цессы в живой клетке протекают в гетерогенной среде.
Испытывающие химические превращения низкомолеку-
лярные соединения или активные группы биополимеров
в значительной степени лишены свободы перемещений,
так как более или менее жестко фиксированы макромоле-
кулярными или мембранными структурами. Поэтому при
рассмотрении деталей конкретных механизмов и их энер-
гетики следует в качестве статистических систем прини-
мать отдельные макромолекулы или макромолекулярные
комплексы, а состояниями считать различные конфор-
мации и конфигурации этих единиц (как было сделано в
гл. 4 при рассмотрении статистической термодинамики
биополимеров). Поскольку, как правило, превращения
энергии в отдельных элементарных внутриклеточных про-
цессах осуществляются в результате движения системы
с участием медленно релаксирующих механических сте-
пеней свободы, следует пользоваться в таких случаях
понятием полной энергии системы, включая в эту энергию
параметрически задаваемые энергии взаимодействия со
средой.

*) Эти вопросы подробно рассмотрены в статьях Мак-Клара
[19, 24]. Он подчеркивает отличие «сохраняемой» (stored) энергии
от энергии, легко рассеивающейся в тепло.
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Вместе с тем при рассмотрении суммарных химических
превращений, когда можно принять, что .исходные и
конечные продукты реакции (или группы реакций) на-
ходятся в одинаковых условиях, следует, как ясно из
изложенного выше, пользоваться понятиями и формулами
равновесной термодинамики.

§ 8.3. СУБСТРАТНОЕ ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ

Итак, можно считать АТФ основным энергетическим
аккумулятором в клетке. Поэтому физические проблемы
биоэнергетики в значительной степени сводятся к проб-
леме механизма синтеза АТФ из АДФ и фосфата. Практи-
чески все процессы, в результате которых в клетке обра-
зуется АТФ, можно схематически представить в виде

Аокисл + Ввосет + АДФ + Фн ->
В о к и с л + АТФ + Н2О. (8.15)

Еще раз следует подчеркнуть, что такая запись пред-
ставляет собой лишь схему «брутто-процесса», а не урав-
нение действительно происходящей элементарной хими-
ческой реакции. Принято изображать (8.15) в форме двух
сопряженных реакций [3] :

+ В в о с с т

; - ч ^ АТФ + 1-1,0

(8.16)

АДФ + Ф„

Смысл этой записи заключается в том, что процесс
(8.15) разбивается на два, один из них, окислительно-
восстановительный, идет с понижением, а второй, кон-
денсационный,— с повышением энергии системы. Такое
разбиение на стадии предполагает, что окислительно-
восстановительная реакция сопряжена с кислотно-ос-
новной реакцией и делает последнюю термодинамически
возможной. Схема (8.16) — не только форма записи. Де-
ло в том, что два процесса, составляющих (8.16), удается
разобщить, т. е. провести окислительно-восстановитель-
ный процесс, не сопровождаемый образованием АТФ.
8 этом случае освобождаемая в ходе окислительно-вос-
становительной реакции энергия рассеивается в виде
9 Л. А. Блюменфельд
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тепла. Обычно считают [3], что между окислительно-
восстановительной стадией и синтезом происходит допол-
нительный процесс образования «первичного макроэрга»,
который и обеспечивает сопряжение двух стадий (8.16);
оно записывается следующим образом:

А + В Н2О

( 8 Л 7 )

Здесь символ X может означать химическое соединение,
способное к превращению в форму с повышенной свобод-
ной энергией (X -> X ~ ) , например, в результате пере-
группировки или образования новой химической связи.
Этот символ может также означать мембрану, переходя-
щую в новое напряженное состояние (например, в ре-
зультате конформационного перехода или создания раз-
ности концентраций водородных ионов по обе стороны
мембраны).

Как уже было сказано в § 8.1, существует два основ-
ных типа процессов, в ходе которых синтезируется АТФ:
субстратное фосфорилирование и мембранное фосфорили-
рование. Первый процесс ведут изолированные ферменты,
главным образом гликолитические, а мембранное фосфо-
рилирование происходит в организованных мембранных
полиферментных структурах (ЦЭТ) митохондрий (окис-
лительное фосфорилирование) и хлоропластов (фотосин-
тетическое фосфорилирование). В данном параграфе речь
будет идти о субстратном фосфорилировании.

В качестве примера рассмотрим реакцию окисления
глицеральдегид-3-фосфата коферментом НАД+, катали-
зируемую ферментом глицеральдегид-3-фосфатдегидроге-
назой (в дальнейшем для краткости мы будем обозначать
его через Е^. В присутствии другого фермента — фосфо-
глицераткиназы (Е2) происходит сопряженный с этим
процессом синтез АТФ. Суммарный процесс можно изо-
бразить как на схеме (8.18).

Этот сложный суммарный процесс идет через ряд ста-
дий. Чтобы понять смысл физических проблем, возникаю-
щих при его анализе, необходимо рассмотреть эти стадии
подробнее. Детальное описание экспериментального ма-
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териала и ссылки на соответствующие оригинальные
работы можно найти в прекрасной монографии Рэкера [2].

V 0

НАД+ + Н2О ^ J, ДТФ + Н,0
н—с—он

СН2ОРО3Н2

Глицеральдегид-3-фосфат

ЧО\
С
! + НАД-Н + ЬГ-^ ^ АДф + фнн—с—он

СН2ОРО3Н2

3-фосфоглицериновая
кислота (8.18)

Кофермент НАД+ образует прочный комплекс с Е х

(по-видимому, через атом S одной из сульфгидрильных
групп белка):

EXSH + НАД+-* Е х - S - НАД + Н+. (8.19)

Субстрат (глицеральдегид-3-фосфат) взаимодействует с
комплексом, восстанавливает НАД+ и замещает НАД-Н,
образуя при этом химическое соединение с ферментом
(ацилфермент):

Н О

Y
Н-С-ОН + E^S-НАД -»

I
СН2ОРО3Н2

он
_ Ej-S ~С—С—СН2ОРО3Н2 + НАД=Н. (8.20)

он
В ацилферменте субстрат уже окислен. В водной среде

ацилфермент подвергается медленному гидролизу, обра-
9*
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зуя один из конечных продуктов реакции (8.18) — 3-фос-
фоглицериновую кислоту, а фермент регенерируется:

О Н
II I

Ег-S ~ С-С—СН2ОРО8Н2 + Н2О —

ОН

о н

-» E t - S - H + НО—С—С-СН2ОРО3Н2. (8.21)

он

В этом случае энергия, освобождающаяся в результате
окисления субстрата коферментом, рассеивается в виде
тепла. Гидролиз ацилфермента происходит, однако,
чрезвычайно медленно, и поэтому при каталитических
количествах фермента окисление глицеральдегид-3-фос-
фата практически не идет. Для того чтобы в таких искус-
ственных условиях количественно провести реакцию
(8.20), нужны большие концентрации фермента Ех, ко-
торый играет роль не катализатора, а реагента. В присут-
ствии неорганического фосфата число оборотов фермента
в реакции увеличивается более чем в 150 000 раз. Реак-
ция (8.20) сопровождается в этом случае процессом

О Н
II I

Ej—S ~ С—С-СН,ОРО8Н2 + НЬРО4 - Е х—S-H +
I

ОН

о н

+ Н 2 О 3 Р - О ~ С-С-СН 2 ОРО 3 Н 2 , (8.22)

он
в результате которого регенерируется фермент и образу-
ется 1,3-дифосфоглицерат с макроэргической фосфорно-
эфирной связью в положении 1. Таким образом, энергия,
освобождаемая при окислении субстрата, оказывается
локализованной в 1,3-дифосфоглицерате. Следующей,
завершающей, стадией процесса является перенос
макроэргической связи на АДФ с образованием 3-фос-
фоглицериновой кислоты, катализируемый ферментом
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фосфоглицераткиназой:
О Н
II II Е2

Н 2 О 3 Р - О - С — С - С Н 2 О Р О 3 Н 2 4- АДФ >

о н
Е II !
-t НО-С—С—СН2ОРО3Н2 + АТФ. (8.23)

он
Естественно, алгебраическая сумма реакций (8.19),

(8.20), (8.22) и (8.23) соответствует процессу (8.18)1
Собственно говоря, макроэргическая фосфорноэфирная

связь уже появилась после образования кинетически ус-
тойчивого (в отсутствие Е2) 1,3-дифосфоглицерата. По-
следняя стадия процесса, реакция (8.23), представляет
собой реакцию переноса этой связи на АДФ. Мы ограни-
чимся поэтому рассмотрением процесса до стадии (8.22)
включительно *). Выше уже было сказано, что в отсут-
ствие неорганического фосфата фермент E t ведет себя как
реагент, а не как катализатор. Комплекс Е х с НАД вза-
имодействует с субстратом, образуя ацилфермент и НАД-Н
(реакция (8.20)). Медленно идущий гидролиз ацилфермен-
та представляет собой фактически реакцию, разобщающую
процессы окисления и фосфорилирования глицеральде-
гид-3-фосфата. Из сказанного ясно, что по существу ацил-
фермент является макроэргическим соединением. Ацили-
рование Е г в воднойтфазе термодинамически невыгодно,
а гидролиз ацилфермента приводит к понижению свобод-
ной энергии системы, причем избыток ее рассеивается

О
II

в виде тепла. Это означает, что образование S ~ С-связи
в ходе реакции (8.20) (в отсутствие фосфата) энергети-
чески невыгодно и происходит только потому,что однов-
ременно реализуется другой, энергетически выгодный
процесс — окисление НАД. Слово «одновременно» под-
черкнуто не случайно. Ниже мы постараемся уточнить,

*) Это не означает, что физические механизмы замены одной
макроэргической связи на другую в (8.23) ясны. Просто при их
рассмотрении не возникает новых проблем, которые нельзя было бы
проанализировать при обсуждении предшествующих стадий.
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какой смысл следует вкладывать в этом случае в понятие
одновременности.

Детальный механизм фосфорилирования субстрата
при взаимодействии ацилфермента с неорганическим фос-
фатом (реакция (8.22)) не вполне ясен. Известно (см. [2]),
что фосфат также образует комплекс с ферментом Е х.
Последний представляет собой «двуглавый фермент» с
двумя активными центрами; один из них ответствен за
перенос фосфата, а другой — за ацилирование. Весьма
вероятно, что взаимодействие субстрата с ферментом и
с фосфатом осуществляется в один акт и в присутствии
фосфата ацилфермент при нормальном функционировании
не существует в качестве кинетически независимой еди-
ницы. Каким бы ни был конкретный механизм, ясно, что
образование фосфорноэфирной связи в положении 1 (см.
(8.22)) в водной среде энергетически невыгодно и оно мо-
жет произойти либо за счет одновременно идущего тер-
модинамически выгодного восстановления НАД, либо в
результате фосфорилирования уже образованного кине-
тически стабилизированного макроэрга (ацилфермента).
Во всех случаях одной из стадий процесса должен быть
элементарный акт, в котором одновременно осуществля-
ется термодинамически выгодный (здесь восстановление
НАД) и термодинамически невыгодный процессы (здесь
ацилирование Ег или фосфорилирование глицеральдегид-
3-фосфата). В данном случае «одновременно» означает, что
промежуток времени между обоими элементарными про-
цессами настолько мал, что энергия, выделяемая в ходе
экзэргонического процесса, не успевает диссипировать
в виде тепла. Тогда можно утверждать, что оба процесса
представляют собой, в сущности, один элементарный акт
(или — в рамках теории абсолютных скоростей реакции —
имеется один активированный комплекс). В случае
обычных реакций низкомолекулярных соединений речь
идет о временах колебательной и вращательной релак-
сации, т. е. о временах порядка 10~и—10~13 сек. Если
эти временные критерии выбраны правильно, то весьма
маловероятно, чтобы сложный процесс, в котором при-
нимают участие три низкомолекулярных 'соединения и
по крайней мере две различные группы в двух активных
центрах макромолекулы белка, действительно мог прои-
зойти в один акт.
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Проблема физического механизма энергетического со-
пряжения химических реакций и является центральной
проблемой биоэнергетики. Ниже будет рассмотрен один
из возможных путей ее решения.

В гл. 6, посвященной физике ферментативного ката-
лиза, была изложена новая концепция элементарного
акта в ферментативных каталитических реакциях. Со-
гласно этой концепции присоединение субстрата к ак-
тивному центру фермента приводит к появлению нового
кинетически доступного конформационного состояния
макромолекулы.

Исходная конформация становится напряженной и
медленно релаксирует к новому состоянию. В ходе ее
релаксации и реализуется катализируемое химическое
превращение. Это медленное конформационное изменение
является, по существу, механическим движением. Если
химическое превращение субстрата сопровождается зна-
чительным понижением энергии (как, например, при про-
цессе окисления глицеральдегид-3-фосфата и восстановле-
ния НАД), то можно сказать, что освобождение энергии
в основном происходит в ходе этой медленной конформа-
ционной релаксации. После присоединения субстрата к
ферменту первичным макроэргом становится неизменная
исходная конформация макромолекулярного комплекса,
ставшая механически напряженной. Время, в течение
которого эту энергию можно использовать для прове-
дения эндэргонического процесса, т. е. длительность
элементарного акта, сравнимо со временем релаксации
выделенных механических степеней свободы, возбуждае-
мых присоединением субстрата (10~Б—10~* сек).

Если в ходе конформационного изменения, затрагива-
ющего весь макромолекулярный комплекс, изменяется
распределение электронной плотности в активном центре,
ведущем эндэргонический процесс, причем это изменение
облегчает осуществление эндэргонической реакции, то
оба процесса, экзэргонический и эндэргонический, про-
текают в один акт, хотя и могут быть отделены друг от
друга во времени десятками и сотнями миллисекунд.
Передача энергии от одного процесса к другому проис-
ходит путем возбуждения медленно релаксирующих
'механических степеней свободы макромолекулярного
комплекса.
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§ 8.4. МЕМБРАННОЕ ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ:
ТЕРМОДИНАМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

Наиболее важными примерами мембранного фосфори-
лирования являются окислительное фосфорилирование,
происходящее во внутренних мембранах митохондрий,
и фотосинтетическое фосфорилирование (фотофосфорили-
рование), осуществляющееся в мембранах хлоропластов
высших растений и водорослей и в хроматофорах фото-
синтезирующих бактерий. Мы начнем с рассмотрения ос-
новных экспериментальных данных, относящихся к окис-
лительному фосфорилированшо в митохондриях. Как и
всегда, мы ограничимся изложением лишь тех данных,
которые будут необходимы в дальнейшем для понимания
существа обсуждаемых физических проблем. Детальное
описание строения митохондрий можно найти во многих
монографиях и обзорах (см., например, [2, 3, 25]).

Вероятно, открытие окислительного фосфорилирова-
ния следует отнести к 1930 г., когда Энгельгардт [26, 27]
установил связь между дыханием и фосфорным обменом
в эритроцитах. Калькар [28, 29] получил аналогичные
результаты на бесклеточных препаратах, а Белицер и
Цыбакова [30] впервые установили стехиометрические
соотношения между дыханием и фосфорилированием. Эти
важнейшие исследования были продолжены Очоа [31, 32]
на бесклеточных препаратах. Основной результат про-
веденных работ состоит в установлении того, что окисле-
ние одной молекулы субстрата (т. е. образование одной
молекулы воды в результате реакции 2Н -f i/^O2 -*• Н2О)
сопровождается образованием более чем одной молекулы
АТФ. Мы знаем теперь, что если субстратом^ЦЭТ (см.
§ 7.3) служит НАД-Н, то в неповрежденных «сопряжен-
ных» митохондриях на каждый атом поглощенного кисло-
рода (т. е. на каждую пару электронов, прошедшую через
ЦЭТ) приходится образование трех молекул АТФ (други-
ми словами, отношение Р/О = 3). Если субстратом ЦЭТ
служит сукцинат, то Р/О = 2, а в случае субстратного
фосфорилирования соответствующее отношение равно
единице. Это означает, что прохождение электронов вдоль
ЦЭТ должно сопровождаться фосфорилированием АДФ в
нескольких местах ЦЭТ (в так называемых пунктах со-
пряжения)-.
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Ферменты Ц9Т, ответственные за перенос электронов,
и фосфорилирующие ферменты, необходимые для синтеза
АТФ из АДФ и фосфата, объединены в митохондриальных
мембранах; они входят в сложную липопротеиновую
структуру и разделяются лишь с большим трудом.

Суммарный процесс, осуществляющийся в сопряжен-
ной ЦЭТ при окислении^НАД-Н, можно записать в виде

НАД-Н + ЗФн + ЗАДф'+ V,Oa + H+ +
-> НАД+ + ЗАТФ + Н2О. (8.24)

С достаточно большой степенью уверенности можно
предположить, что фосфорилирование АДФ реализуется
с помощью особого фермента — АТФ-азы, непосредствен-
но не входящего в ЦЭТ, но локализованного в мембране
поблизости от полиферментной системы ЦЭТ. Исследова-
нию митохондриальной АТФ-азы и белковых компонент,
необходимых для ее связи с компонентами ЦЭТ (так на-
зываемых сопрягающих факторов), посвящено множество
работ. Однако большинство химических проблем, отно-
сящихся к митохондриальной АТФ-азе, остается нерешен-
ным до настоящего времени. Существуют разные точки
зрения даже по вопросу о том, имеются ли разные АТФ-
азы (для каждого пункта сопряжения своя) или один и
тот же фермент обслуживает все пункты сопряжения.
По-видимому, более правдоподобно последнее предполо-
жение (см. [2]).

Можно различать пять состояний ЦЭТ митохондрий
[33—36]. В состоянии 1, которое реализуется в отсутст-
вие добавляемых извне субстратов дыхания и фосфори-
лирования, переносчики ЦЭТ частично восстановлены.
Добавление АДФ (субстрата фосфорилирования) пере-
водит митохондрии в состояние 2: все переносчики ста-
новятся окисленными, а скорость дыхания лимитируется
только Количеством субстрата окисления. Если добавить
теперь субстрат окисления, то митохондрии переходят в
активное состояние 3, в котором переносчики снова ста-
новятся частично восстановленными, а скорость электрон-
ного транспорта определяется скоростью поступления
субстратов через внешнюю мембрану митохондрий и ак-
тивностью фосфорилирующих ферментов. Когда значи-
тельная часть добавленной АДФ израсходуется (превра-
тится в АТФ) или когда специально введен большой из-
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быток АТФ, возникает состояние дыхательного контроля,
или состояние 4, в котором дыхание снова замедляется и
его скорость лимитируется отношением [АДФ]/[АТФ].

Изменяя это отношение (добавляя, например, АДФ),
можно снова перевести митохондрии из состояния 4 в ак-
тивное состояние 3. В отсутствие О2 митохондрии нахо-
дятся в состоянии 5, т. е. в состоянии анаэробиоза, в ко-
тором все переносчики ЦЭТ восстановлены.

Эта предложенная Чансом классификация оказалась
весьма полезной. Умело используя данные по влиянию
перехода от состояния 4 к состоянию 3 на степень окисле-
ния отдельных переносчиков, по действию ингибиторов
электронного транспорта и разобщителей фосфорилиро-
вания, Чане выдвинул гипотезу о локализации отдельных
пунктов сопряжения в ЦЭТ, которая мало изменилась
вплоть до настоящего времени. Вопрос о пунктах сопря-
жения будет рассмотрен несколько ниже.

Учитывая сказанное выше, представляется очевидным,
что основной биофизической проблемой, возникающей при
рассмотрении процесса окислительного фосфорилирова-
ния, является вопрос о механизме образования первич-
ного макроэрга, который затем с помощью АТФ-азы дает
АТФ. В этом смысле проблема отличается от проблемы
субстратного фосфорилирования только тем, что химиче-
ской реакцией, идущей с понижением энергии, которая
используется для создания первичного макроэрга, ока-
зывается в данном случае перенос электрона между фик-
сированными соседними компонентами ЦЭТ.

Прежде всего рассмотрим термодинамический аспект
проблемы. Из изложенного выше следует, что суммарный
процесс (8.24), идущий в сопряженных митохондриях,
можно разделить на две стадии, причем экзэргоническая
стадия

НАД-Н + Н+ + V2O2 ;=> НАД+ + Н2О (8.25)

осуществляется в результате переноса двух электронов
через ЦЭТ от НАД-Н на молекулярный кислород. Можно
считать, что исходные и конечные продукты стадии (8.25)
равновесно распределены между средой и ЦЭТ, и по-
этому при рассмотрении суммарного процесса законно
применение формул равновесной термодинамики. Изме-
нение свободной энергии AF на этой стадии равно раз-
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ности окислительно-восстановительных потенциалов пар
НАД-Н/НАД и V, О2/Н2О и в клетках ([НАД-Н]/[НАДТ] ж
ж а 1 , ро2 ~и0,2 атм, рН х 7) составляет [37]

AF ж —51 ккал/моль. (8.26)

Эта энергия может использоваться для осуществления
различных эндэргонических процессов, в том числе фос-
форилирования, причем на каждый моль синтезируемой
АТФ можно потратить 51/3 =. 17 ккал/молъ. Мураока
и Слейтер [38] показали, что в состоянии дыхательного
контроля (4 по классификации Чанса) после достижения
определенного значения отношения [АТФ]/[АДФ][ФН]
реализуется термодинамическое равновесие между сум-
марным окислительно-восстановительным процессом и
фосфорилированием в митохондриях. Поэтому, измерив
концентрации АТФ, АДФ и Фн в среде в состоянии 4,
можно определить свободную энергию, необходимую
для синтеза одного моля АТФ:

AF' = MUu + 1,36 lg pgjgg-j-, (8.27)

где А^набл — стандартная свободная энергия фосфорили-
рования АДФ; согласно [7] при 25 С и физиоло-
гических значениях рН А/̂ набл ~ 8,0 ккал/молъ. Исполь-
зуя данные [39, 40], по концентрации АТФ, АДФ и Ф н

в среде в состоянии 4, получают

AF' ж 8,0 + 6,5 = 14,5 ккал/молъ. (8.28)

Таким образом, из доступных 17 ккал на синтез одного
моля АТФ непосредственно идет примерно 14,5^ ккал
и в состоянии дыхательного контроля суммарная реакция
окислительного фосфорилирования (8.24) протекает прак-
тически обратимо.

Вспомним теперь (см. гл. 7), что электронный перенос
в ЦЭТ во всех ее участках происходит, по-видимому, по
одноэлектронному механизму. Поэтому, для того чтобы
понижение энергии электронов при прохождении через
пункт сопряжения могло обеспечивать в конечном счете
синтез молекулы АТФ, необходимо падение окислитель-
но-восстановительного потенциала в этом пункте либо не
менее чем на 630 мв (если к синтезу одной молекулы АТФ
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приводит один акт одноэлектронного переноса), либо
не менее чем на 315 мв (если к синтезу одной молекулы
АТФ приводят два акта одноэлектронного переноса) *) .
В последнем случае должен существовать механизм на-
копления энергии, освобождающейся в результате двух
последовательных актов электронного переноса, без ее
диссипации.

Локализацию пунктов сопряжения в ЦЭТ, согласно
современным представлениям, иллюстрирует рис. 8.1 [41].
Пункт сопряжения 1 локализован между группой пере-
носчиков, связанных с флавопротеином, дегидрирующим
НАД-Н, и убихиноном УХ. Пункт сопряжения II лока-
лизован вблизи цитохрома 6Т (см. § 7.3), а пункт III свя-
зан с комплексом цитохромов а3, а и ионов меди (см. так-
же [42]).

Разность равновесных значений окислительно-восста-
новительных потенциалов любой пары соседних перенос-
чиков ЦЭТ значительно меньше 630 и даже 315 мв (см.,
например, [43]). Этот энергетический парадокс представ-
ляет собой, вероятно, одну из центральных проблем мемб-
ранного фосфорилирования.

Здесь прежде всего следует выяснить, в какой степени
равновесные значения окислительно-восстановительных
потенциалов (ОВП) изолированных переносчиков могут
использоваться при анализе энергетических характеристик
ЦЭТ. Действительно, вполне разумно ^было бы предпо-
ложить, что ОВП встроенных в мембрану переносчиков
ЦЭТ достаточно сильно отличаются от соответствующих
значений изолированных переносчиков. Более того, можно
предположить, что ОВП переносчиков-трансформаторов**)
могут существенно зависеть от состояния мембраны, в
частности, сильно меняться при ее энергизации. Вместе
с тем допустимо и следующее предположение: в такой
хорошо организованной структуре, как мембранные ЦЭТ,
содержащие переносчики, энергия, высвобождаемая^при

*) При этом предполагается, что переход от первичного макро-
эрга к АТФ не сопровождается диссипацией энергии. В противном
случае требуемые разности окислительно-восстановительных потен-
циалов должны быть еще больше.

**) То есть переносчиков, окислительно-восстановительные прев-
ращения которых непосредственно приводят к образованию первич-
ного макроэрга.
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электронном переносе, весьма значительно отличается от
разности ОВП соседних переносчиков. Медленность кон-
формационной релаксации переносчиков приводит к то-
му, что большую часть времени своего функционирования

FeS

Группа I Группа II

Пункт I Пункт II i Пункт III

Группа III

-400 8 0 0 ^

Рис. 8.1. Локализация пунктов сопряжения в ЦЭТ митохондрий.
Индексом «т» отмечены переносчики-трансформаторы энергии.

они находятся в кинетически неравновесном состоянии.
При этом равновесные значения ОВП для переносчиков
в мембране могут оставаться почти такими же, как и у изо-
лированных переносчиков. Последнее согласуется с тем
обстоятельством, что электронные спектры поглощения
переносчиков в мембране и изолированных переносчиков
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сравнительно мало отличаются друг от друга. Для выбора
между двумя приведенными выше возможными решения-
ми энергетического парадокса следует рассмотреть дан-
ные по измерениям ОВП отдельных переносчиков ЦЭТ
непосредственно в мембранах митохондрий. Такие изме-
рения провели недавно Уилсон и Даттон [44, 45]. ОВП
среды устанавливали путем подбора буферных количеств
окислителя и восстановителя, а в качестве медиаторов
использовали N ,N,N' ,N '-тетраметил-и-фенилендиамин
(ТМФД), феназинметасульфат (ФМС) или феназинэта-
сульфат (ФЭС). Отношение концентраций окисленных и
восстановленных форм переносчиков (цитохромов) опре-
деляли спектрофотометрически. Этим способом исследо-
вали пункты сопряжения II и III .

Удалось обнаружить, что в пункте сопряжения II
две компоненты цитохрома Ъ (названные 6к и b,r) [46]
неодинаково ведут себя при энергизации или разобщении
митохондрий. Кинетические различия были обсуждены
ранее (см. § 7.3). В разобщенных или неэнергизованных
митохондриях измеренные описанным выше способом
ОВП цитохромов йк и Ье равны соответственно +20 и
—35 мв, т. е. почти одинаковы. При энергизации добав-
кой АТФ ОВП цитохрома Ь^ остается неизменным, а ОВП
компоненты Ьт повышается примерно на 275 мв, достигая
значения +240 мв. На основании этих результатов было
высказано предположение о существовании двух форм
цитохрома Ьс: низкопотенциальной и высокопотенциаль-
ной, в которую переходит первая форма при энергизации
митохондрий. Собственно, высокопотенциальная форма
цитохрома 6Т и является, согласно этим представлениям,
первичным макроэргом пункта сопряжения II, и ее можно
обозначить 6Т~. Изменение значения ОВП цитохрома 6Т

при энергизации и соответствует тому количеству энер-
гии, которое можно использовать для синтеза первичного
химического макроэрга (а затем АТФ) при переносе од-
ного электрона через пункт сопряжения II . В работе
[41] Чане предложил конкретный цикл превращения
цитохрома Ьт, в котором переносчик испытывает последо-
вательные переходы между всеми четырьмя возможными
формами (б*"1", b\+, b3

c

+ ~ и 62

Г

+ ~ ) . Из приведенных выше
численных данных ясно, что для синтеза АТФ в этом слу-
чае необходим либо параллельный, либо последователь-
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яый перенос двух электронов через пункт сопряже-
ния II *) .

Аналогичные представления развиваются в работах
[47-49].

В пункте сопряжения III аналогичным способом ис-
следовали зависимость от энергизации митохондрий ОВП
цитохромов а3 и а [44]. Оказалось, что стандартное зна-
чение ОВП цитохрома а3 понижается с 395 до 300—290 мв
после энергизации митохондрий добавкой АТФ. Ра-
зобщители снимают этот эффект. Стандартное значение
ОВЩцитохрома а (+190 мв) не меняется под действием
АТФ. Чане и Эресинска [50] предложили на основании
этих данных схему трансформации энергии и образования
первичного химического макроэрга в пункте III. Первич-
ным макроэргом является в этом случае низкопотенциаль-
ная форма цитохрома а3 с ОВП около +300 мв. Незна-
чительная величина изменения ОВП при энергизации
делает такую интерпретацию данных [44, 45] не очень
правдоподобной (изменение свободной энергии системы
при протекании окислительно-восстановительного про-
цесса в пункте III оказывается приблизительно в шесть
раз меньше величины необходимой для синтеза одной мо-
лекулы АТФ).

Приведенная выше интерпретация измерений Уилсона
и Даттона становится еще более сомнительной в свете
результатов, полученных недавно Кэзуэллом [51]. Он
указал, что окислительно-восстановительный медиатор
ТМФД, использованный в измерениях Уилсона и Дат-
тона, свободно взаимодействует в мембранах митохонд-
рий лишь с цитохромом с, очень плохо взаимодействует
с цитохромом Ъ и совсем не взаимодействует с цитохромами
а и а3 (см. [52]). Будем считать, что медиатор, обеспечи-
вающий связь между ОВ процессами в среде и ОВ реак-
циями переносчиков ЦЭТ митохондрий, взаимодействует
лишь с цитохромом с и собственный электронный транс-
порт в ЦЭТ пренебрежимо мал (в опытах Уилсона и Дат-
тона были применены ингибиторы). Ниже приведена схема

*) Строго говоря, даже в этом случае суммарной энергии (около
0,55 эв) слегка не хватит для синтеза одной молекулы АТФ (пример-
но ,0,63 эв).
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соответствующего участка ЦЭТ:

М
Г(медиатор)

Если между цито хромом с и цитохромами Ьт и а3 имеется
хотя бы по одному пункту сопряжения, то отношения
концентраций окисленных и восстановленных форм этих
цитохромов при данном ОВП среды не являются одно-
значными функциями их стандартных ОВП. Пусть между
электронным переносом через пункт сопряжения и син-
тезом АТФ устанавливается равновесие (при стехиомет-
рическом отношении два электрона на одну молекулу
АТФ); тогда для пунктов сопряжения II и III должны
удовлетворяться уравнения

[ 6 р [ Т М Ф Д в о о с т р [АТФ]

П - [ Ь восстр [ Т М ф д о к И С Л ] 2 1 А Д ф ] [ ф 1 ' К •& )

К Н Т М Ф Д Н А Т Ф 1
Ш - [йокисл ]2 [ Т М ф д в о С с т р [ А Д ф ] [ ф н ) • ( • )

Измеряемые отношения [аГи с лМ«!°с с т] и [&™]/[b?°CCT] бу-
дут для сопряженных митохондрий меняться с добавкой
АТФ согласно уравнениям (8.29) и (8.30), а не в зависи-
мости от изменения состояния и стандартных ОВП пере-
носчиков. Действительно, подобрав медиаторы, непосред-
ственно реагирующие с цитохромом Ь (витамин Къ и 2,6-
дихлорфенолиндофенол), Кэзуэлл показал, что измеряе-
мый стандартный потенциал цйтохрома Ь в митохондриях
равен +75 мв и не меняется при энергизации под дейст-
вием АТФ и при добавке разобщителей. Таким образом,
в энергизованных митохондриях не существует особой
высокопотенциальной равновесной для данного состояния
митохондриальной мембраны формы цйтохрома Ъ. По су-
ществу, дело сводится к следующему. Если с помощью
медиатора, непосредственно реагирующего с переносчи-
ком, измеряется отношение концентраций окисленной и
восстановленной форм переносчика при данном ОВП сре-
ды, то оно равно отношению скоростей восстановления и
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окисления переносчика и соответствует истинному окис-
лительно-восстановительному равновесию. В случае ме-
диатора, непосредственно реагирующего с другим пере-
носчиком и отделенного от интересующего нас перенос-
чика пунктом сопряжения, скорость восстановления или
окисления будет лимитироваться медленным процессом
синтеза или гидролиза макроэрга. Поэтому, хотя измеря-
емое отношение концентраций и равно отношению ско-
ростей восстановления и окисления, оно не соответствует
истинному окислительно-восстановительному равновесию
переносчика.

Следует сделать еще одно замечание. Отношение кон-
центраций окисленных и восстановленных форм перенос-
чиков измеряется в этих экспериментах спектрофотомет-
рически, т. е. определяется в основном окислительно-
восстановительное состояние простетической группы.
Однако, как мы видели в гл. 5, окисление и восстанов-
ление цитохромов может сопровождаться значительными
конформационными превращениями, идущими, как пра-
вило, медленнее изменений простетической группы. Та-
ким образом, измеряемые отношения концентраций могут
не соответствовать отношению равновесных, отрелакси-
ровавпшх окисленных и восстановленных форм. Мы уви-
дим ниже (см. §8.6), что при таком способе измерения
фактором, определяющим изменение окислительно-вос-
становительного состояния переносчика при энергизации
мембраны (и, следовательно, измеряемый скачок «сво-
бодной энергии»), может стать именно скорость конфор-
мационного превращения. Лишь при бесконечно медлен-
ном превращении измеряемые величины будут строго со-
ответствовать энергии, освобождаемой при электронном
переносе и доступной для использования в синтезе АТФ.
Во всех других случаях должны получаться заниженные
значения. Собственно говоря, измеряемые обычными ме-
тодами значения стандартных ОВП переносчиков в ЦЭТ
либо не являются стандартными ОВП в строгом смысле
этого слова, а их изменения при энергизации всегда мень-
ше истинных изменений энергии системы, либо являют-
ся равновесными (при измерениях методом Кэзуэлла), но
их'разность для соседних переносчиков не соответствует
истинным изменениям энергии при электронном переносе
в кинетически неравновесной сопряженной мембране.



274 ТРАНСФОРМАЦИЯ ЭНЕРГИИ В КЛЕТКЕ 1ГЛ. 8

В последние годы все возрастает количество работ,
посвященных изучению фотофосфорилирования в фото-
синтезирующих системах, но до сих пор пункты сопря-
жения в ЦЭТ хлоропластов и хроматофоров точно не ус-
тановлены. По-видимому, можно считать доказанным,
что фотофосфорилирование является по существу темно-
вым процессом, сопряженным с процессами электронного
транспорта между фиксированными переносчиками в ЦЭТ
хроматофоров и хлоропластов (см. § 7.3). Правда, Жолио
и Кок [53], измерившие значение темновой константы
равновесия для процесса электронного переноса между
активными центрами фотосистем I и II в хлоропластах
зеленых растений и в хлорелле и установившие малость
этой константы и ее независимость от присутствия раз-
общителей и АТФ, заключили, что электронный перенос
между двумя фотосистемами не сопряжен с фосфорилиро-
ванием, которое, вероятно, каким-то образом обеспечи-
вается энергетически непосредственно за счет поглощае-
мого светового кванта. Мы видели уже, что так называе-
мые равновесные термодинамические характеристики,
полученные при изучении фиксированных в мембране цент-
ров и переносчиков, обычно не имеют отношения к реаль-
но осуществляющемуся процессу. Общее рассмотрение
вопроса о числе и характере пунктов сопряжения при
нециклическом электронном транспорте можно найти
в обзоре [54]. Еще в 1965 г. Аврон и Чане [55] убедительно
показали, что по крайней мере один пункт сопряжения
находится в ЦЭТ между двумя фотосистемами в хлоро-
пластах и локализован до цитохрома /. Интересные ре-
зультаты были опубликованы Рэкером с сотрудниками
в 1970 г. [56]. Авторы получили субхлоропластные час-
тицы, способные фотовосстанавливать НАДФ и осущест-
влять циклическое фотофосфорилирование. Они показали,
что в этих частицах (содержащих главным образом фото-
систему I) циклического транспорта электронов недоста-
точно для циклического фотофосфорилирования, а необ-
ходимо вводить некоторое количество электронов извне,
специально добавляя экзогенный восстановитель. Воз-
можно, что в исходных хлоропластах функцию внешнего
электронного донора для циклического фосфорилирова-
ния выполняет фотосистема II . Действительно, уже дав-
но было показано [57], что ингибитор дихлорметилмоче-
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вина, блокирующий перенос электронов между двумя
фотосистемами, ингибирует также циклическое фотофос-
форилирование. Во всяком случае, результаты работы
[56] можно интерпретировать как свидетельство в пользу
необходимости параллельного переноса двух электронов
для образования первичного химического макроэрга (под-
робнее см. ниже, в § 8.5). Здесь важно отметить, что ав-
торы [56] приходят к выводу о том, что пункт сопряжения
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Рис» 8.2. Локализация фосфорилирования в нециклической ЦЭТ
хлоропластов (по [58]).

в циклическом фотофосфорилировании локализован меж-
ду Р 700 и цитохромом Ь6 (замыкающим в их схеме цикл в
обход цитохрома / и пластоцианина (ПЦ) и непосредствен-
но восстанавливающим (Р 700)+). При нециклическом фо-
тофосфорилировании пункт сопряжения локализован меж-
ду пластохиноном (ПХ) и цитохромом /. К этому же вы-
воду пришли недавно Боме и Крамер [58], исследовавшие
кинетику электронного транспорта и фосфорилирования
в хлоропластах. По их данным, цитохром / и ПХ распо-
ложены рядом в нециклической ЦЭТ (рис. 8.2) и в сопря-
женных хлоропластах именно перенос электрона от пла-
стохинона к цитохрому / становится лимитирующей ста-
дией. Они считают, что это единственный пункт сопряжения
на всем пути нециклического электронного транспор-
та. Разница стандартных значений ОВП ПХ и цитохрома /
составляет около 250 мв, и при прохождении одного
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или даже двух электронов через пункт сопряжения ее не
хватает для синтеза хотя бы одной молекулы АТФ. При
нециклическом фосфорилировании число синтезируемых
молекул АТФ на каждую пару электронов, прошедшую
от воды до НАДФ, приближается к двум [59], и поэтому,
по-видимому, либо существует по крайней мере еще один
пункт сопряжения, либо истинное падение энергии од-
ного электрона при переходе его от ПХ к цитохрому /
близко к 0,63 эв и не соответствует разности равновесных
значений ОВП.

Исследуя электронный транспорт и фотофосфорили-
рование в хлоропластах с разными электронными акцеп-
торами, Саха и др. [60] пришли к выводу, что в нормаль-
но функционирующих хлоропластах отношение Р : 2е
равно двум (см. также [61]) и имеется два отдельных пунк-
та сопряжения, один из которых, по всей вероятности,
локализован между водой и активным центром фотосис-
темы II. Такое же предположение еще раньше было вы-
сказано в работе [62]. Поскольку падение стандартных
значений ОВП между водой и активным центром фотосис-
темы II, вероятно, не превышает 100 мв, термодинамика
процесса остается в рамках классических представлений
непонятной.

Таким образом, термодинамические аспекты проблем
фотофосфорилирования в хлоропластах и окислительного
фосфорилирования в митохондриях весьма близки. По-
видимому, и в том и в другом случае близки также детали
обоих механизмов (см., например, [63]).

В данном параграфе речь шла только об эксперимен-
тальных данных, относящихся к энергетике суммарного
процесса мембранного фосфорилирования. Основной ре-
зультат кинетических исследований, заключающийся
в том, что сопряжение замедляет электронный перенос
ь пункте сопряжения, был достаточно подробно изложен
в § 7.3. Естественно, многолетнее изучение мембранного
фосфорилирования в целом ряде лабораторий разных
стран привело к установлению множества других экспери-
ментальных фактов и эмпирических закономерностей,
относящихся, например, к появлению разных значений
рН по обе стороны мембраны, трансмембранному потен-
циалу, действию различных разобщителей и ингибиторов
и т. д. Нет никакой возможности излагать эти данные
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сколько-нибудь подробно. Мы будем касаться их в сле-
дующем параграфе лишь постольку, поскольку они будут
необходимы при рассмотрении отдельных теоретических
концепций мембранного фосфорилирования.

§ 8.5. МЕМБРАННОЕ ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ:

СУЩЕСТВУЮЩИЕ ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ

Все распространенные сейчас точки зрения на механизм
мембранного фосфорилирования, точнее, на природу пер-
вичного процесса консервации энергии можно разбить
на три основные группы: химическая, хемиосмотическая
и конформационная концепции [37]. Как уже было ска-
зано выше, общей их чертой является допущение сущест-
вования первичного макроэрга, не идентичного АТФ.
Они отличаются друг от друга представлениями о приро-
де первичного макроэрга и о механизме первичного про-
цесса консервации энергии.

В ее современном виде химическая концепция была
сформулирована Слейтером в 1953 г. [64]. В основе ее
лежит предположение о том, что первичный акт консер-
вации энергии, т. е. процесс преобразования энергии,
освобождающейся при электронном переносе, в долго-
живущую форму, происходит в молекуле переносчика-
трансформатора и заключается в образовании макроэр-
гического соединения, содержащего один из продуктов
окислительно-восстановительной реакции и низкомоле-
кулярный лиганд (обозначаемый в дальнейшем I):

АНа + В + I ^ А ~ I + ВН2. (8.31)

Затем с помощью фермента АТФ-азы первичный макроэрг
обеспечивает синтез АТФ:

А ~ I + АДФ + Фн ^ А + I + АТФ. (8.32)

В сущности, химическая концепция мембранного фосфо-
рилирования ничем не отличается от объяснения субстрат-
ного фосфорилирования, за исключением того, что окис-
лительно-восстановительный процесс сводится к актам
одноэлектронного переноса между соседними компонен-
тами ЦЭТ, фиксированными в мембране. Физический
механизм реакции (8.31) остается неизвестным. Для пред-
отвращения практически полной диссипации энергии
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электронный перенос от А к В и образование макроэрги-
ческой связи А ~ I должны осуществляться в один эле-
ментарный акт, что, как было указано в § 8.3, весьма
трудно себе представить в рамках классических идей.
Легко видеть, что химическая концепция мембранного
фосфорилирования является естественным распростра-
нением взглядов на субстратное фосфорилирование, из-
ложенных в § 8.3.

Конформационная концепция основана на многочис-
ленных экспериментальных данных о конформационных
изменениях отдельных белков-переносчиков при окисли-
тельно-восстановительных процессах, а также мембраны
в целом при функционировании ЦЭТ. Согласно этой
концепции процесс образования химического макроэрга
можно представить себе как обращение процесса конфор-
мационного изменения миозина при гидролизе АТФ. Пер-
вичным актом в консервации энергии считается индуци-
рованное электронным переносом изменение конформации
дыхательного переносчика (флавопротеина, железосерного
белка или цитохрома) [65].

Детальное обсуждение конформационной гипотезы
приведено в работах Грина с сотрудниками [66, 67].
Общую схему синтеза АТФ можно представить в следую-
щем виде:

Электронный перенос ^t Конформационно
измененное энер-
гизованное состояние ^ АТФ. (8.33)

В работе [6] речь идет о конформационно измененном
энергизованном состоянии всей мембраны. Предпола-
гается, что мембрана может находиться либо в энергизо-
ванном, либо в неэнергизованном состоянии. Эти состоя-
ния распространяются по мембране (от одного белково-
липидного комплекса ЦЭТ к другому) в виде своеобразной
волны. По-видимому, авторы цитированных выше работ
полагают, что первичным актом является энергизация
(индуцируемое конформационное изменение) макромоле-
кулярных переносчиков. В этом смысле конформационную
концепцию можно считать одним из вариантов химической,
с тем отличием, что первичный химический макроэрг,
А <~ I, заменен на энергизованное, конформационно
измененное состояние переносчика А. Вместе с тем энер-
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гизованное состояние всей мембраны, в котором может
храниться энергия, освобождающаяся при функциони-
ровании"*ЦЭТ, сближает конформационную концепцию
с хемиосмотической.

Первый вариант хемиосмотической гипотезы был пред-
ложен Митчеллом в 1961 г. 168]. В основе этой гипотезы
лежало предположение о том, что в определенных участ-
ках ЦЭТ электронный перенос происходит поперек мем-
браны, что сопровождается возникновением АрН между
внешней и внутренней ее поверхностями. Так, окисление
субстрата на внешней поверхности:

SH2 ^ S + 2e + 2Н+, (8.34)

приводит к накоплению протонов во внешней области, а
восстановление конечного акцептора — молекулярного
кислорода — происходит на внутренней поверхности, где
локализована цитохромоксидаза и возникает дефицит
протонов. Таким образом, между двумя поверхностями
мембраны образуется разность потенциалов, или мембран-
ный потенциал. Собственно^говоря, мембраны с разде-
ленными зарядами, обеспечивающими мембранный потен-
циал, и являются первичным макроэргом. Адсорбирован-
ные на поверхности протоны могут заменяться другими
катионами с сохранением заряда мембраны и увеличением
кислотности внешней среды. Электронный перенос будет
поэтому приводить к двум эффектам: появлению мем-
бранного потенциала и различию в величинах рН по обе
стороны мембраны. Наличие мембранного потенциала не-
посредственно приводит к синтезу АТФ, например, по
механизму, обратному активному переносу ионов!через мем-
брану под действием АТФ (кстати, физические основы этого
механизма далеко не ясны). Действительно, было показано,
что при обращении движения ионовШа+ и К + через мемб-
рану NaK-активируемая АТФ-аза начинает катализиро-
вать синтез аденозинтрифосфата 169].

В первоначальной схеме Митчелла 168] фосфорилиро-
вание осуществлялось непосредственно под действием
возникающего при электронном переносе градиента рН.
Впоследствии Митчелл сильно модифицировал свою гипо-
тезу, включив ряд промежуточных стадий [70]. Принцип
построения схемы хемиосмотического сопряжения ясен
из рис. 8.3. Функционирование ЦЭТ приводит к эффек-
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тивному переносу протонов через мембрану, обусловли-
ваемому в конечном счете различием ОВП переносчиков
ЦЭТ. В мембране имеются «интермедиа™ сопряжения»

Внешняя
область

Мембрана Внутренняя
область

I Ферменты сопряжения

Рис. 8.3. Схема хемиосмотического сопряжения.

неизвестной природы ХН и YOH, которые способны к
ионизации и к реакции конденсации:

ХН ^ Х- + Н+, (8.35)

YOH ^ YCT + Н \ (8.36)

YOH + ХН ^ X - Y + Н2О. (8.37)

Повышение электрохимического потенциала водород-
ных ионов на внешней стороне мембраны за счет увели-
чения их концентрации и мембранного потенциала при-
водит к смещению вправо равновесия реакции

2Н+ + Х- + YO- ^ Н2О + X - Y. (8.38)

Нейтральная молекула X — Y мигрирует через мембрану
(не обязательно одна и та же молекула проходит всю
толщину мембраны). Контактируя с внутренней областью,
где электрохимический потенциал протонов низок, а кон-
центрации ионных форм Х~ и YO~ малы, молекула X — Y
становится лабильной, а связь между X и Y — макро-
зргической (X ~ Y). Равновесие (8.38) смещается влево,
а за счет гидролиза X ~ Y синтезируется АТФ и обра-
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зуются протоны, замыкающие протонный цикл. В системе
должны работать три типа ферментов сопряжения: гид-
ролаза, катализирующая процесс на внешней поверхности
мембраны, транслоказа, обеспечивающая перенос (возмож-
но, ступенчатый) через мембрану, и синтетаза, катали-
зирующая синтез АТФ. Для того чтобы удовлетворить
экспериментальным данным о наличии трех пунктов со-
пряжения в митохондриальных ЦЭТ, необходимо допу-
стить существование по крайней мере трех петель ЦЭТ,

НАД-Н,

21Г

t
FeS

/ \

ФП

+

2Н +

f
цит b

/ X

X

t2 Н +

2И

t
ЦИТ t

2П+

1

ф>

цит
С и 2 4

+ т02—*- Н 2 0

Внеиш. @

Мембрана

Внутр. 0

РИС. 8.4. Возможная схема электронно-протонного транспорта в
ЦЭТ митохондрий согласно хемиосмотической гипотезе.

в которых попеременно происходит перенос электронов
через мембрану из внешней области к внутренней и про-
тонов в обратном направлении, например, по схеме
рис. 8.4. Первоначально хемиосмотическая гипотеза воз-
никла как естественная реакция на неудачу попыток обна-
ружить постулированные химической гипотезой первичные
химические макроэрги, предшествующие АТФ. Однако
развитие хемиосмотической концепции привело к необхо»
димости постулировать образование в мембране интер-
медиатов сопряжения X ~ Y неизвестной природы, также
предшествующее синтезу АТФ. Таким образом, единствен-
ное отличие хемиосмотической концепции от химической
и конформационной заключается в том, что согласно этой
концепции перенос электронов через любой из пунктов
сопряжения приводит непосредственно к возникновению
разности электрохимических потенциалов протонов по обе
стороны мембраны (АрН + мембранный потенциал) и
первичным макроэргом является, таким образом, изме-
ненное состояние самой мембраны. Согласно же двум
последним концепциям первичный макроэрг представляет
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собой измененное (химически или конформационно) со-
стояние отдельного переносчика *).

Рассмотрим теперь более подробно доводы в пользу
всех трех концепций и против них. Вероятно, главный
недостаток этих концепций состоит в том, что ни одна из

Акцептор Донор

Донор

Акцептор

Рис. 8.5. Схема сопряжения в пункте II ЦЭТ митохондрий (по
[37]).

них не отвечает на основной вопрос о физических меха-
низмах сопряжения. Химическая гипотеза сводит про-
блему механизма мембранного фосфорилирования к столь
же неясной проблеме субстратного фосфорилирования.
Неудача попыток выделения первичных химических
макроэргов не должна никого смущать, так как вполне
возможно, что они образуются в качестве промежуточных
продуктов внутри мембраны в ничтожных концентрациях.
Значительно серьезнее то обстоятельство, что измеряемые
изменения ОВП промежуточных переносчиков недоста-
точно велики для обеспечения синтеза АТФ (см. § 8.4).
Слейтер [37] предложил недавно схему сопряжения,
основанную на представлении об участии в качестве

*) В работе [71] предложена модель, объединяющая конформа-
ционную и хемяосмотическую концепции.
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ррансформатора энергии комплекса из двух одноэлектрон-
ных переносчиков. В пункте сопряжения II ЦЭТ мито-
хондрий им может быть, например, комплекс из двух
щитохромов Ь и bt *) . Эти цитохромы могут находиться
в энергизованных формах, отличающихся от обычных
своими ОВП и спектральными характеристиками. Цикл
Слейтера для пункта сопряжения II в митохондриальной
мембране изображен на рис. 8.5. Энергизованными могут
быть только окисленный'цитохром bt и восстановленный
нитохром Ъ. Цитохром bt способен восстанавливаться
только в энергизованном состоянии. В исходном состоя-
нии оба цитохрома димерного комплекса окислены (63+,
fcf+). Цикл состоит из семи стадий. В ходе стадии 1 цито-
хром Ь 3 + восстанавливается электроном, получаемым от
предшествующего переносчика ЦЭТ (донора), и превра-
щается в энергизованный цитохром Ь2+—. В результате
стадии 2 состояние энергизации переносится на вторую
компоненту димерного комплекса Ь|+, приобретающую
способность восстанавливаться донором. Это происходит
на стадии 3, в результате которой состояние энергизации
вновь переходит на цитохром 62+. В ходе стадии 4 цитохром
bf~ окисляется и энергизуется, передавая электрон ак-
цептору, т. е. следующему за ним переносчику ЦЭТ.
Таким образом, оба цитохрома в димере оказываются
энергизованными (&2+—, й| + —). Следующая стадия 5 пред-
ставляет собой внутрикомплексный перенос электрона
(ОВП bt ~ выше, чем ОВП b ~ ) , сопровождающийся
деэнергизацией обоих цитохромов, причем освобождаю-
щаяся энергия используется на синтез АТФ. Стадия 6 —
Гпутрикомплексный перенос электрона в обратном направ-
лении (ОВП bt ниже, чем ОВП Ъ), и, наконец, стадия 7 —
окисление цитохрома Ь2+ акцептором с замыканием цикла.
В этой остроумной схеме остается неясным главное:
йрирода энергизованного состояния, механизм его обра-
зования и механизм передачи энергии в систему АТФ.
Слейтер полагает, что аналогичные циклы с димерными

*) Цитохром Ь{ в обозначениях Слейтера эквивалентен цито-
хрому 6Т в обозначениях Чанса [41, 46] (см. §§ 7.3 и 8.4), если су-
Дить по спектральным характеристикам. Однако если основываться
на кинетических свойствах, то цитохром 6Т Чанса в высокопотен-
Циальной форме эквивалентен Ь"<+~ [37].
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комплексами можно построить и в других пунктах со-
пряжения митохондриальной мембраны (рис. 8.6).

Основой конформационной концепции служат много-
численные экспериментальные данные о структурных
изменениях мембран сопряженных хлоропластов и мито-
хондрий при инициировании электронного транспорта
или при энергизации под действием АТФ. Эти данные
получены различными физическими методами и свиде-
тельствуют как о макроструктурных изменениях мембра-
ны, так и о локальных изменениях. Читатель может найти

НАД-Н

\ V У Ч У \.
• Си, а

III

РИС. 8.6. Циклы сопряжения в пунктах I, II, III в ЦЭТ митохондрий
(по [37]).

описание фактов и библиографию в работах [72—78].
По-видимому, нет сомнения в том, что трансформирующие
энергию электронного переноса мембраны или отдельные
макромолекулярные комплексы в них испытывают струк-
турные превращения, причинно связанные с трансформа-
цией энергии. Однако авторы конформационных гипотез
в большинстве случаев полагают, что именно измененная
непосредственно в результате электронного переноса (или
под действием электрического поля, обусловленного пере-
носом электронов [78]) структура мембраны является
энергизованной [66, 67, 79, 89]. Весьма трудно представить
себе механизм направленного изменения структуры с по-
вышением ее потенциальной энергии в результате локаль-
ного процесса электронного переноса. Загадкой остается
также физический механизм процесса синтеза химическо-
но макроэрга за счет потенциальной энергии конформа-
ционно измененной структуры.

Наиболее ожесточенные споры в литературе вызывает
в последние годы хемиосмотическая гипотеза Митчелла.
По-видимому, существует три типа экспериментальных
данных, которые можно рассматривать как подтверждение
его концепции. Прежде всего, это возникновение градиен-
та рН и трансмембранного потенциала при энергизации
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сопряженных митохондриальных мембран субстратом или
АТФ, а мембран хлоропластов —светом или АТФ (см.,
например [81—93]). Затем опыты типа экспериментов
Ягендорфа и Юрайба [94, 95], которые смогли осуществить
в хлоропластах образование АТФ из АДФ и Фн, подвер-
гая их воздействию сначала кислой, а затем щелочной
среды. Наконец, множество работ посвящено доказатель-
ству того, что большинство разобщителей мембранного
фосфорилирования повышает протонную проводимость
мембраны, снижая таким образом градиент рН и мембран-
ный потенциал (см., например [37, 96—99]).

В свое время самой привлекательной чертой хемиосмо-
тической концепции была возможность обойтись без про-
межуточных химических макроэргических соединений,
которых еще никому не удалось обнаружить. После того,
как пришлось постулировать в рамках хемиосмотической
концепции существование промежуточного ангидрида не-
известной природы X — Y и соответствующих анионов,
это преимущество гипотезы Митчелла отпало. Само по
себе появление градиентов рН и мембранного потенциала
поперек мембраны не может служить доказательством
концепции Митчелла. Оба эти градиента могут возникать
вследствие процессов, ведущих к синтезу АТФ, но не быть
их причиной. Действительно, в гл. 5 мы увидели, что
изменение окислительно-восстановительного состояния от-
дельных переносчиков может сопровождаться значитель-
ными конформационными превращениями макромолекулы
белка, которые в свою очередь, как правило, ведут к из-
менению значения рК кислотных групп молекул и, сле-
довательно, к эжекции или поглощению протонов. При
несимметричном расположении отдельных переносчиков
относительно внутренней и внешней поверхностей мембра-
ны это должно вызвать появление наблюдаемых градиен-
тов. В этом случае мембранный потенциал и градиент рН
служит лишь характеристиками энергизованного состоя-
ния отдельных переносчиков или мембраны в целом. Как
известно, многие разобщители мембранного фосфорили-
рования одновременно повышают протонную проводимость
мембраны и выравнивают, таким образом, концентрации
протонов по обе ее стороны, но это не может служить
доказательством того, что энергизация сводится именно
к созданию неравновесного распределения, в котором
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хранится повышенная потенциальная энергия системы.
Для кинетически неравновесных конструкций, например
для отдельных компонент ЦЭТ или для мембраны в целом,
характерно наличие «спусковых крючков», срабатывание
которых может привести к понижению потенциальной
энергии всей системы, локализованной на совершенно
других степенях свободы. Наконец, пожалуй, прямым
свидетельством против основных положений хемиосмо-
тической концепции могут служить результаты непосред-
ственных измерений мембранного потенциала и градиента
рН в разных состояниях сопрягающих мембран. Ни од-
ному исследователю не удалось получить значений этих
параметров, достаточно больших для обеспечения синтеза
АТФ, даже если бы трансформация энергии проходила
без потерь. Более того, величина мембранного потенциала
оказалась в ряде случаев не зависящей от энергетического
состояния митохондрий [100]. Подробный анализ этой
проблемы дал Аврон [101] в своей недавней работе, по-
священной выяснению связи между переносом протонов
и фосфорилированием. Он отмечает, что опыты Ягендорфа
[94, 95] действительно свидетельствуют в пользу прин-
ципиальной возможности использования градиента рН
в качестве единственного источника энергии для образо-
вания АТФ в хлоропластах. Однако это не исключает
того, что искусственное создание большого градиента рН
может приводить к возникновению некоторого макро-
эргического состояния, обеспечивающего синтез АТФ.
Для того чтобы экспериментально ответить на вопрос
о ситуации, реализующейся при нормальном фотофосфо-
рилировании, можно использовать два подхода. Во-пер-
вых, точно измерить величину H+/hv или Н+/е~, т. е. число
протонов, переносимых через мембрану, на каждый по-
глощенный квант пли прошедший по ЦЭТ электрон.
Согласно хемиосмотической концепции Н+/е~ должно
равняться числу пунктов сопряжения, т. е.̂  в случае
хлоропластов единице или двум. Экспериментальные
результаты различных авторов сильно расходятся, но
Карлиш и Аврон [102, 103] показали, что можно получить
любые величины от 0,1 до 6 в зависимости от условий.
Квантовый выход переноса протона H+/hv должен быть
близок к Н+/е~. Однако прямые измерения, проведенные
в двух лабораториях [104,105], дали величины H+/Av от 5
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до 7, что не согласуется с хемиосмотической концепцией.
При непосредственном измерении светоиндуцированного
мембранного потенциала [91] были получены величины,
не превышающие 10 мв. Вместе с тем было установлено,
что АТФ образуется и при нулевом мембранном потен-
циале [106]. Измерения показали, что при оптимальных
условиях в хлоропластах разность рН по обе стороны
мембраны не может превышать 3,5 [91]. Это соответствует
приблизительно 200 мв и явно недостаточно для синте-
за АТФ.

Эти выводы, основанные на экспериментальных дан-
ных, не могут считаться неопровержимыми. Измерение
истинного значения трансмембранного потенциала в суб-
клеточных частицах чрезвычайно трудно. При получении
слишком малых величин мембранного потенциала всегда
остаются сомнения в корректности измерений. Малость
электрической емкости мембраны приводит к тому, что
в принципе заметные величины разности потенциалов
могли бы наблюдаться без создания значительных разли-
чий в поверхностных зарядах и в концентрациях ионов
по обе стороны мембраны.

Если выделить существенные моменты, то в современ-
ном понимании хемиосмотическая гипотеза сводится к сле-
дующим утверждениям. В процессе трансформации энер-
гии (первоначально запасенной в виде разности ОВП
переносчиков, несимметрично расположенных в мембране)
в энергию макроэргической связи в АТФ обязательно
реализуется промежуточная стадия, на которой энергия
запасена в форме трансмембранного потенциала (воз-
можно, и не сопровождающегося возникновением АрН).
Эта зарядка «мембранного конденсатора» является уни-
версальным процессом при биоэнергетических превраще-
ниях в мембранных структурах [107]. Использовать энер-
гию, запасенную в конденсаторе, можно, разрядив его
через специальное устройство — фермент АТФ-синте-
тазу *) . В этом устройстве ионы водорода отдают свою
избыточную энергию (равную разности их электрохими-
ческих потенциалов по обе стороны мембраны), за счет
чего синтезируется молекула АТФ. Для обеспечения

*) Мы будем называть так АТФ-азу митохондрий или хлоро-
пластов.
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синтеза одной молекулы АТФ в условиях клетки необ-
ходимо прохождение через АТФ-синтетазу двух-трех
ионов водорода.

Сформулированная таким образом хемиосмотическая
гипотеза почти неопровержима. Очень трудно выяснить,
является ли мембранный потенциал причиной или след-
ствием возникновения некоторого промежуточного макро-
эрга. Вероятно, единственным экспериментом, противо-
речащим хемиосмотической гипотезе, мог бы стать синтез
АТФ с помощью АТФ-синтетазы в гомогенной системе.
До сих пор никому осуществить его не удалось.

В последнее время появились новые эксперименталь-
ные и теоретические работы, ставящие под сомнение ос-
новные положения хемиосмотической концепции. Так,
в работе [108] одновременные измерения АрН и транс-
мембранного потенциала в митохондриях привели автора
к выводу о количественном несовпадении полученных
величин с требованиями хемиосмотической гипотезы.
В работе [109] были воспроизведены рассмотренные выше
эксперименты Ягендорфа и Юрайба [95], в которых обра-
зование АТФ в хлоропластах индуцировали кислотно-
основным переходом. Было показано, что синтез АТФ
определяется в этом случае не величиной АрН между двумя
сторонами мембраны, как этого требует хемиосмотическая
концепция, а абсолютными значениями концентраций
протонов. В группе Витта был разработан новый метод
измерения мембранного потенциала по фотоиндуцирован-
ным изменениям спектральных характеристик кароти-
ноидов в мембранах хлоропластов и хроматофоров (см.,
например, [110, 111]). Этим методом были получены мно-
гие результаты, подтверждающие хемиосмотическую кон-
цепцию. Регистрируемые спектральные изменения счи-
таются обусловленными электрическим полем (электро-
хромизм). Следует отметить, однако, что любые слабые
возмущения должны приводить к аналогичным измене-
ниям спектра молекул красителей. Независимо от того,
чем эти изменения вызваны, вряд ли на основании таких
измерений можно судить о процессах трансформации
энергии. В работе Балчевской [128] было показано, что
в хроматофорах фотосинтезирующих бактерий лишь
сравнительно малая часть этих изменений связана с фото-
фосфорилированием.
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Критическое рассмотрение общих положений хемио-
смотической концепции см. в работах [112—114].

Хемиосмотическая концепция стимулировала множе-
ство прекрасных экспериментальных и теоретических
работ и в этом смысле была и остается чрезвычайно по-
лезной. Однако, как легко видеть из вышесказанного,
она ничуть не лучше химической концепции отвечает на
основной вопрос о физических принципах сопряжения.
Снова остается непонятным, как протекание экзэргони-
ческого процесса (перенос иона водорода по градиенту
электрохимического потенциала) может обеспечить про-
текание эндэргонического процесса (синтез фосфорно-
эфирной связи) без диссипации энергии. В какой форме
сохраняется энергия между последовательными пере-
носами протонов? Дело здесь не в том, что не сфор-
мулирован конкретный механизм, а в том, что не
предложен принцип, позволяющий реализовать такое
сопряжение.

Мне кажется, что на основании анализа, проведенного
в настоящем параграфе, мы вправе утверждать следую-
щее: ни одну из существующих теоретических концеп-
ций *) мембранного (как, впрочем, и субстратного) фос-
форилирования не только нельзя считать доказанной
экспериментально, но в них и не ставится вопрос о физи-
ческих механизмах процессов трансформации энергии,
лежащих в основе этих концепций.

В большинстве случаев считается, что физических
проблем не существует, т. е., например, достаточно
свести проблему мембранного фосфорилирования к
проблеме фосфорилирования субстратного, чтобы не о
чем было заботиться.

В следующем параграфе будет предпринята попытка
сформулировать эти физические проблемы и наметить
возможные пути их решения, основанные на общих прин-
ципах подхода к биологическим системам и процессам,
развиваемых в настоящей книге. Конкретные схемы,
которые будут рассмотрены, следует считать чисто ил-
люстративными.

*) Множество новых конкретных теорий мембранного фосфори-
лирования, предлагаемых в ежемесячно публикуемых работах,
обычно сводится в принципе к одной из изложенных концепций.

10 Л. А. Блюменфельд
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§ 8.6. НЕКОТОРЫЕ ФИЗИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ
ТРАНСФОРМАЦИИ ЭНЕРГИИ В КЛЕТКЕ
КАК РЕЛАКСАЦИОННОГО ПРОЦЕССА

При рассмотрении внутриклеточной трансформации
энергии, т. е. процесса, в котором энергия, освобождаю-
щаяся в ходе одной химической реакции, используется
для повышения потенциальной энергии реагентов в дру-
гой химической реакции, мы выберем в качестве примера
сопряжение электронного переноса с фосфорилированием
в мембранах митохондрий или хлоропластов. Принципы,
лежащие в основе предлагаемого подхода, были, по-ви-
димому, впервые сформулированы в работах [115, 116].
Забудем сперва о мембране в целом и рассмотрим пункт
сопряжения, состоящий из трех последовательно распо-
ложенных переносчиков А, В, С (направление переноса
электрона от А к С), каждый из которых представляет
собой белковую макромолекулу с активным центром, спо-
собным претерпевать одноэлектронные окислительно-вос-
становительные превращения (например, цитохром).
Пусть энергии высших занятых электронных уровней
у восстановленных форм активных центров переносчиков
А и С различаются на величину АЕ, в принципе достаточ-
ную для обеспечения синтеза молекулы АТФ (АЕ >
^> 0,63 эв) * ) . Что, собственно, означает это утверждение?
Мы видели выше, что любые химические (локальные)
изменения в белковой молекуле, особенно в ее активном
центре, приводят к конформационным превращениям
макромолекулы, влияющим в свою очередь на состояние
и электронные характеристики активного центра. Изме-
нение окислительно-восстановительного состояния актив-
ного центра вызывает изменение конформации молекулы,
а затем дополнительное изменение положения электрон-
ного уровня активного центра, которое, таким образом,
зависит от того, успела ли закончиться конформационная
релаксация макромолекулы или нет. Поэтому, говоря
о разности энергий уровней переносчиков А и С, необхо-
димо указать, какие состояния последних мы имеем в виду.

*) Не будем пока говорить о разности ОВП переносчиков, так
как измерение последних в функционирующих мембранных струк-
турах, как мы видели, затруднительно. Мы вернемся к этому вопро-
су ниже.
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Поскольку речь будет идти только об одноэлектронном
переносе, каждый переносчик может существовать в двух
формах; окисленной (например, А) и восстановленной
(например, А"), причем каждая из них может быть
конформационно отрелаксировавшей или нет. Указанная
выше разность энергий АЕ относится к отрелаксировав-
шим восстановленным формам переносчиков.

Как мы видели выше, для того чтобы одно химическое
превращение энергетически обеспечивало реализацию
другого, необходимо их осуществление в один элемен-
тарный акт. Элементарным актом химического процесса,
идущего с участием белковых макромолекул, является
стадия конформационной релаксации (см. § 6.5). Поэтому
мы вправе предположить, что именно в ходе этой стадии
реализуется основное изменение энергии переносчика-
трансформатора (переносчик В в нашем примере).

Итак, исходное состояние системы из трех переносчи-
ков: донора А, трансформатора В и акцептора G — можно
записать в виде А~ВС. Будем условно изображать отрелак-
сировавшие (равновесные) конформации окисленных форм
переносчиков индексом 1, а отрелаксировавшие конфор-
мации восстановленных форм — индексом 2. Пусть в ис-
ходном состоянии все переносчики конформационно
равновесны:

А; В А . (I)
Рассмотрим, что должно происходить с переносчиком-
трансформатором при переносе электрона от А к С. Как
было показано в § 7.5, такой перенос происходит по тун-
нельному механизму и требует совпадения электронных
уровней соседних переносчиков с точностью до 0,1 эв,
причем разность энергий рассеивается в виде тепла путем
обычной колебательной релаксации. Таким образом, ус-
ловием переноса электрона от А^ на Вх является наличие
у активного центра Вх свободного электронного уровня,
лежащего ниже верхнего занятого электронного уровня
А2 не более чем на 0,1 эв. После переноса быстро произой-
дет колебательная релаксация центра и близлежащих
групп (см. § 5.4), но вся молекула переносчика^В с вос-
становленным активным центром останется в окисленном
конформационном состоянии (так же, как молекула
переносчика А с окисленным активным центром — в

10*
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восстановленном конформационном состоянии):

А2 ВГ С,. (II)

В результате переносчик-трансформатор В оказался
в конформационно неравновесном состоянии В г . Это со-
стояние стало неравновесным (механически напряженным)
не потому, что изменилась конформация В, а потому, что
появление лишнего электронного заряда в активном цен-
тре привело к возникновению нового, в принципе кине-
тически доступного конформационного состояния В 2

с меньшей энергией. Перенос электрона от Вх на Сх за-
прещен, так как разность энергий соответствующих
электронных уровней значительно превышает 0,1 эв.
Медленная конформационная релаксация Вг —У В2 долж-
на привести к совпадению внешнего занятого электрон-
ного уровня активного центра В2 с низшим свободным
уровнем Сх с точностью до примерно 0,1 эв.

Естественно предположить, что за это время успеет
произойти и конформационная релаксация А2 -> Аг (по-
скольку А и С не являются по предположению трансфор-
маторами энергии, процессы их конформационной релак-
сации должны сопровождаться значительно меньшими
изменениями энергии и пока не будут нас интересовать).

Итак, следующее состояние трех переносчиков можно
записать в виде

Ах В ! С,. (III)

Как и исходное, это состояние является конформационно
равновесным, хотя конформация переносчика-трансфор-
матора претерпела резкие изменения.

Соответствующие электронные уровни В2 и Сх теперь
совпадают с точностью, достаточной для туннельного
осуществления переноса; последний происходит доста-
точно быстро и переводит систему в состояние

Ах В2 СГ, (IV)

которое снова является конформационно неравновесным
и должно медленно релаксировать в конечное равновесное
состояние

Ах Вх С". (V)
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Итак, произошел перенос электрона от донора к акцеп-
тору, а переносчик-трансформатор претерпел цикличе-
ское окислительно-восстановительное и конформационное
изменение. Весь процесс можно схематически изобразить
следующим образом:

быстро медленно быстро

А - В А А В Г С A B C
(а) (б) <в)

медленно
->AiBjCT >А1В1С;. (8.39)

(г)

Восстановление и окисление активного центра перенос-
чика-трансформатора В происходит на быстро протекаю-
щих стадиях а й в . Исходные состояния переносчика В
на этих стадиях конформационно равновесны, а в ходе
самих стадий могут реализоваться лишь небольшие из-
менения энергии системы, обязательно рассеивающиеся
в виде тепла. Большие изменения энергии, которые
в принципе могут использоваться для обеспечения какого-
либо параллельного химического процесса, осуществля-
ются лишь на медленной релаксационной стадии. В тече-
ние ряда лет в литературе велась ожесточенная дискуссия
по вопросу о том, на какой стадии используется энергия
электронного переноса — на стадии окисления или вос-
становления переносчика-трансформатора. Мы видим, что
сама постановка вопроса лишена смысла: утилизация
энергии может происходить только в ходе конформаци-
онной релаксации переносчика, которая вообще не явля-
ется окислительно-восстановительным процессом.

На рис. 8.7 схематически изображены изменения пол-
ной энергии системы ABG и отдельных переносчиков на
стадиях процесса (8.39). Поскольку для дальнейших рас-
суждений важны лишь относительные изменения энергии,
то чисто условно уровни полных энергий отдельных пере-
носчиков в исходном состоянии совмещены друг с другом
и с уровнем полной энергии всей системы. На стадии а
энергия акцептора С, естественно, остается без измене-
ний *) . Энергия донора А должна на этой стадии повы-
шаться на величину, практически равную потенциалу

*) Пока мембрана не рассматривается и переносчики можно
считать невзаимодействующими.
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ионизации А2 за вычетом быстро диссипирующей в тепло
энергии, освобождающейся при релаксации активного
центра А и его ближайшего окружения (см. гл. 5 и 6).
Энергия переносчика-трансформатора В понижается
(сродство Вх к электрону и быстрая релаксация). Можно
постулировать (это не обязательно), что изменение энер-
гии В на этой стадии больше по абсолютной величине из-
менения энергии уровня А2 и, следовательно, энергия

\..

Рис. 8.7. Схема изменений полной энергии системы ABC (сплош-
ные линии) и полных энергий переносчиков А (штрих-пунктир),
В (точечный пунктир) и С (обычный пунктир) на отдельных стадиях

процесса (8.39).

всей системы на стадии а должна слегка уменьшаться.
На стадии б уровень Gj снова остается без изменений,
уровень А незначительно понижается вследствие конфор-
мационной релаксации А2 -> А1? а энергия переносчика-
трансформатора В резко уменьшается в результате мед-
ленной конформационной релаксации Вх —v B 2 . Способ-
ность к такому понижению энергии и есть отличительная
характеристика трансформатора. В ходе этой релаксации
электронный уровень *) активного центра В2 сближается
(с точностью примерно до 0,1 эе) с незанятым электрон-
ным уровнем активного центра акцептора С1( в результате

*) Здесь следует четко различать электронные уровни и при-
веденные на схеме уровни полной энергии переносчиков.
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чего может произойти перенос электрона на Сх с образо-
ванием неравновесных (из-за медленности конформацион-
ных релаксаций) состояний В2 и С7 (стадия в). Уровень А
при этом не меняется, энергия В повышается до величины,
превосходящей энергию исходного конформационно рав-
новесного состояния Вх, а энергия акцептора С испыты-
вает резкое понижение, главным образом в связи с высоким
сродством Сх к электрону (собственно, различие в элек-
тронных сродствах Аг и Сг или в потенциалах ионизации
AJ и СГ И есть источник энергии всего процесса).

Во время медленной стадии г переносчики В и С ре-
лаксируют к своим соответствующим равновесным кон-
формациям. В результате всего процесса донор А передал
электрон акцептору С, причем оба они пришли в соответ-
ствующие конформационно равновесные состояния, а пе-
реносчик-трансформатор В, испытав полный цикл окис-
лительно-восстановительных и конформационных пре-
вращений, вернулся в исходное состояние.

В рамках этой схемы первичным макроэргом является
переносчик-трансформатор в состоянии В̂ ~, т. е. с восста-
новленным активным центром и исходной, но ставшей
неравновесной окисленной конформацией. Во время кон-
формационной релаксации трансформатора на стадии б
и может утилизироваться энергия этого первичного макро-
эрга.

Как это может произойти? Один из возможных кон-
кретных механизмов (ни в коем случае не доказанный!)
был предложен в [115]. Достаточно обосновано мнение,
что в пункте сопряжения существует лабильный комплекс
между переносчиком-трансформатором и активным цен-
тром фермента сопряжения, в состав которого, возможно,
входит аденин связанной АДФ.

Конформационная релаксация В^ -vB^ влияет не
только на электронный уровень В, но и на акцепторный
уровень аденина, так что в течение значительной части
времени релаксации эти два уровня практически (с точ-
ностью до 0,1 эв) совпадают. В этих условиях квантово-
механический резонанс приводит к динамической делока-
лизации электрона [117]. Поэтому во время медленного
адиабатического прохождения электронных уровней
трансформатора и аденина друг относительно друга
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избыточная электронная плотность В~ распространяется
на аденин. Повышение электронной плотности на адени-
новом кольце (его восстановление) сопровождается резким
повышением основности аминогруппы аденина, прибли-
жающейся к значению, характерному для алифатических
аминов [118]:

NH,

Здесь справа изображена восстановленная анион-ради-
кальная форма аденинового остатка, NH2-rpynna которого
обладает повышенной основностью и легко образует связь
с любой электрофильной группой. В работе [118] в каче-
стве примера такой группы был рассмотрен неорганиче-
ский фосфат и ковалентное присоединение фосфата к ами-
ногруппе аденина считалось первой стадией образования
АТФ. В принципе схемы подобного типа согласуются
с данными Каюшина с сотрудниками [119] о появлении
радикальных форм при ферментативном гидролизе АТФ
и с результатами [120], согласно которым гидрированные
(восстановленные) молекулы АДФ могут образовывать
связь с фосфатом.

Вряд ли, однако, фосфат непосредственно участвует
в образовании первичного химического макроэрга [25].
В качестве одной из рабочих гипотез можно принять кар-
боксильную схему, предложенную в работах [121, 122].
Повышение электронной плотности на адениновом кольце
и увеличение основности аминогруппы приводят к обра-
зованию амидной связи с одной из карбоксильных групп
фермента сопряжения:

о

NH-C—Ф
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Для такого состояния аденинового кольца гидролиз этой
амидной связи характеризуется низкой свободной энер-
гией гидролиза, и сама связь не является поэтому макро-
эргической. Конформационная релаксация переносчика-
трансформатора В, однако, продолжается, и его электрон-
ный уровень оказывается ниже, чем у аденина. Проис-
ходит перекачивание электронной плотности с аденина
обратно на активный центр В, аминогруппа снова стано-
вится ароматической, а уже образовавшаяся амидная
связь — макроэргической:

О
II

NH ~ С - Ф

Ч/\/
N N

А
Таким образом, «разрядка» первичного «механического»
микроэрга Bi и образование первичного «химического»
макроэрга происходят за время одного элементарного
акта — конформационной релаксации переносчика-транс-
форматора, и оба процесса могут поэтому реализоваться
без значительной диссипации энергии.

- Следует подчеркнуть следующее обстоятельство. Элек-
тронный уровень трансформатора в течение всего времени
релаксации В^ —»-В7 остается основным, т. е. низшим
занятым электронным уровнем для данной мгновенной
конформации переносчика. Это исключает возможность
диссипации энергии за счет внутримолекулярного излуча-
тельного или безызлучательного электронного перехода.

До сих пор мы рассматривали систему переносчиков
ABG изолированно от мембраны. Однако эти переносчики
и сопрягающий фермент встроены в липопротеиновую
мембрану, состояние которой кооперативно зависит от
состояния его компонент. Релаксация неравновесной
конформации переносчика в пункте сопряжения сопро-
вождается образованием химической макроэргической свя-
зи в сопрягающем ферменте (будем условно называть его
АТФ-синтетазой), что в свою очередь приводит к изме-
нению конформации этого белка. Новая конформация
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АТФ-синтетазы вызывает соответствующий релаксацион-
ный процесс целого участка мембраны, новая конформа-
ция которого определяется в конечном счете состоянием
переносчиков и образовавшимися первичными макро-
эргическими связями. Эта новая равновесная конформа-
ция мембраны, по-видимому, эквивалентна энергизован-
ной конформации Грина [123]. Наблюдаемый в экспери-
менте переход мембраны в состояние, характеризующееся
повышенной растворимостью в ней гидрофобного парамаг-
нитного зонда [76] другой интенсивностью флуоресцен-
ции зонда [124] и т. д., отражает именно процесс релак-
сации в новое равновесное состояние целого участка

1 * j 2 ' 2

АДФ + Фн АТФ

Рис. 8.8. Последовательность процессов в пункте сопряжения при
мембранном фосфорилировании.

мембраны после образования первичного химического
макроэрга; следовательно, переход мембраны в энерги-
зованную конформацию Грина есть вторичный процесс
и соответственно его характеристическое время больше,
чем время релаксации сопряженного переносчика [46].

Важно подчеркнуть, что энергизованная конформация
мембраны существенно равновесна. Ее конформационная
энергия равна нулю, и в этом смысле она, собственно, не
энергизована. Однако такая конформация реализуется
лишь при наличии макроэргических связей в АТФ-син-
тетазе, и можно сказать, что мембрана химически энер-
гизована. Ее энергия может использоваться в после-
дующих ферментативных кислотно-основных реакциях
синтеза АТФ, а также для других эндэргонических
процессов.

Таким образом, в каждом пункте сопряжения осуще-
ствляются процессы, схематически изображенные на
рис. 8.8. BiSM — исходное состояние переносчика-
трансформатора В, АТФ-синтетазы S и мембраны М.
В результате присоединения электрона (быстрая стадия 1)
конформация переносчика не меняется, но становится
неравновесной и медленно релаксирует к равновесному
состоянию В2, причем одновременно в активном центре



§ 8.6] ФИЗИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ БИОЭНЕРГЕТИКИ КЛЕТКИ 299

АТФ-синтетазы образуется первичная химическая макро-
эргическая связь (стадия 2). Электрон быстро переносится
на следующий акцептор (стадия 3), а мембрана, которая
стала неравновесна в результате изменения АТФ-синте-
тазы, релаксирует к новой равновесной структуре М*
(стадия 4). В состоянии B2S ~ M* переносчик-трансфор-
матор не может присоединить электрон от донора (соответ-
ствующие уровни существенно не совпадают, см. рис. 8.7),
а измененная структура мембраны затрудняет релаксацию
Вг-^Bj . В отсутствие акцепторов энергии (например,
АДФ) состояние B2S ~ M* весьма медленно [125] релак-
сирует с выделением тепла в исходное состояние
(дыхательный контроль). Фосфорилирование АДФ сни-
мает химическое напряжение (S ~ -+S) и ускоряет ре-
лаксацию, замыкающую цикл (стадия 5).

Благодаря кооперативным свойствам мембраны состоя-
ния отдельных переносчиков и времена их релаксацион-
ных изменений взаимозависимы. Исходное состояние пере-
носчика-трансформатора перед рабочим ходом (стадия б
на рис. 8.7) существенно неравновесно, а перепад энергии
при его релаксации определяется не только его собствен-
ными характеристиками, но и состоянием целых участков
мембраны, которое в свою очередь зависит от ситуации
в других пунктах сопряжения данной ЦЭТ, а может
быть, и других ЦЭТ. По-видимому, за счет процессов
такого типа может осуществляться регуляция элек-
тронного транспорта и трансформации энергии в мем-
бранах. Вероятно, эта регуляция автоматически приводит
к тому, что в правильно работающей фосфорилирующей
мембране перепад энергии при релаксационном переходе
В1; ->• В2 каждого переносчика-трансформатора к моменту
его восстановления становится равным или превышает
величину, необходимую для синтеза одной молекулы
АТФ. Стехиометрия процесса (прохождение двух элек-
тронов через пункт сопряжения приводит к синтезу одной
молекулы АТФ) выполняется лишь в среднем. Перенос
одного электрона через всю ЦЭТ митохондрий от НАД-Н
до О2 приводит к образованию либо одной, либо двух
молекул АТФ (в среднем 1,5) в зависимости от мгновен-
ного состояния ЦЭТ. В ситуации, когда конформации
переносчиков и положения их электронных уровней су-
щественно неравновесны, бессмысленно пользоваться
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обычными термодинамическими функциями и, в частности,
окислительно-восстановительными потенциалами. Скорости
отдельных стадий цикла (см. рис. 8.8) и, следовательно,
отношения концентраций окисленных и восстановленных
форм переносчиков могут сильно зависеть от состояния
мембраны. Поэтому не удивительно отмеченное выше пара-
доксальное расхождение между результатами импульс-
ных и стационарных экспериментов с ЦЭТ митохондрий
(см. гл. 7).

Релаксация к равновесию возможна не только путем
изменения конформации макромолекулы, но и путем изме-
нения ее поверхностного заряда. Можно сказать, что воз-
никающая после первичного акта (перенос электрона для
молекулы, образование химического макроэрга для мем-
браны) конформация неравновесна не только геометри-
чески, но и электрически. Если возможно достаточно
быстрое изменение поверхностного заряда, то релаксация
к равновесию возможна и без значительного изменения
геометрии. Можно предположить, что на этом основано
действие многих разобщителей. Как мы видели, в хеми-
осмотической концепции разобщающее действие многих
соединений связывалось с их способностью катализиро-
вать перенос ионов водорода через мембрану с последую-
щей нейтрализацией ее электрического поля. Если дей-
ствительно разобщители способны осуществлять быструю
электрическую релаксацию переносчиков-трансформато-
ров и мембраны в целом, то соответствующие электронные
уровни будут снижаться настолько быстро, что химиче-
ские макроэрги не успеют образоваться, а время пере-
носа электронов через пункт сопряжения резко умень-
шится. Мы видели, что это действительно происходит
(см. § 7.3).

Рассмотренные здесь физические основы механизма
мембранного фосфорилирования согласуются также с ре-
зультатами работы [126], где показано, что не существует
общего для всех пунктов сопряжения промежуточного
химического макроэрга.

В работе [127] обсуждается возможная роль мембран-
ного потенциала в регуляции электронного транспорта и
мембранного фосфорилирования.

В заключение следует еще раз подчеркнуть, что кон-
кретные детали рассмотренных здесь механизмов (напри-
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мер, участие аденина и карбоксильных групп АТФ-син-
тетазы в образовании первичных химических макроэргов)
носят чисто иллюстративный характер и были необходи-
мы лишь для более четкого обсуждения некоторых фи-
зических концепций.

Совершенно ясно, что для эффективного преобразо-
вания энергии необходимо возбуждать такие степени
свободы системы, которые медленно обмениваются энер-
гией с тепловыми степенями свободы. По-видимому, наи-
более подходящими для этой цели являются механиче-
ские степени свободы. Мы видели, что способность к
направленным конформационным изменениям, т. е. к ме-
ханическому движению под действием локальных возму-
щений, есть отличительная особенность белковых макро-
молекул. Можно полагать, что эта особенность использу-
ется во всех процессах трансформации энергии в клетке,
в том числе и в процессах субстратного и мембранного
фосфорилирования.

Не исключено, что индуцировать требуемые релакса-
ционные изменения АТФ-синтетазы можно в принципе
и без участия переносчика-трансформатора, а с помощью
других возмущающих агентов, например светом (фото-
перенос электрона на активный центр) или резкими изме-
нениями рН, ионного состава и т. д.
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В этой книге была сделана попытка сформулировать
некоторые общие физические проблемы, которые встают
перед исследователем, анализирующим биологические яв-
ления.

В основу положено представление о биологических
системах как о машинах, т. е. конструкциях, обладающих
выделенными степенями свободы и способных, с одной
стороны, использовать внутреннюю энергию для совер-
шения полезной работы, а с другой — создавать осмыс-
ленную упорядоченность — информацию. Как мы видели,
такие представления применимы уже на уровне биополи-
меров.

От машин, которые может сейчас создавать человек,
биологические машины отличаются прежде всего тем, что
в них механические и статистические компоненты не от-
делены друг от друга, а почти на всех уровнях организа-
ции- пространственно совмещены.

Как и все машины, живые системы характеризуются
прежде всего кинетической неравновесностью. Особенно-
сти их функционирования на разных уровнях органи-
зации определяются не столько тем, что они поддержи-
ваются в неравновесном состоянии благодаря обмену
энергией и веществом с окружающей средой, сколько тем,
что переход к равновесию затруднен кинетически.

Процессы, идущие в живой материи и с живой матери-
ей, полностью подчиняются всем законам термодинамики
(либо равновесной, либо неравновесной в зависимости от
рассматриваемых интервалов времени). Однако в связи
с указанной выше механичностью живых систем и их ком-
понент привычный термодинамический подход оказы-
вается в большинстве случаев малопродуктивным. Наи-
более интересные свойства живого, даже на уровне макро-
молекул и субклеточных структур (такие, как фермента-
тивный катализ и трансформация энергии), существенно
связаны с возбуждением механических, выделенных, мед-
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ленно релаксирующих степеней свободы. Я попытался
(естественно, пока на чисто феноменологическом уровне)
охарактеризовать возможные пути подхода к решению
возникающих при этом проблем.

Трудности, возникающие на пути адекватного физи-
ческого описания основных характеристик макромоле-
кулярных и субклеточных структур живой материи, свя-
заны не только с их кинетической неравновесностью,
но и с тем, что степень этой кинетической неравновесности
меняется в ходе их функционирования и при незначитель-
ном изменении таких параметров, как температура и рН.
Последнее обстоятельство делает бессмысленным исполь-
зование многих понятий и формул, с успехом применяв-
шихся при изучении процессов с участием более простых
молекул. Создание соответствующих количественных и
полуэмпирических теорий, способных заменить подходы
Вант-Гоффа в термодинамике и Аррениуса — Эйринга
в кинетике,— важнейшая задача, стоящая сегодня перед
наукой, называемой биологической физикой.

Далеко не все биологические явления допускают в на-
стоящее время не только решение соответствующих физи-
ческих проблем, но даже их формулировку. Ту часть био-
логии, которая настолько проста и настолько хорошо
изучена, что в ней возможна уже сейчас хотя бы поста-
новка физических вопросов и применение принципов ис-
следования, разработанных в физике, можно назвать
(правда, такое название весьма неудачно), биологической
физикой.

Можно полагать, что эта часть биологии будет не-
уклонно расти, асимптотически приближаясь к целому
(хотя мы сегодня находимся еще в самом начале пути).
Никаких принципиальных запретов здесь не видно.
Не следует, однако, закрывать глаза на то, что сегодня
ученые не имеют ни малейшего представления о том,
какими окажутся эти физические подходы, не только
для столь сложных биологических явлений, как мышле-
ние, но и для таких фундаментальных и, следовательно,
простых биологических процессов, как морфогенез. В гл. 1
уже было сказано, что вряд ли преодоление этих трудно-
стей будет связано с необходимостью создания принци-
пиально новой, специально «биологической» физики. Про-
сто мы еще слишком плохо знаем биологию.
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Жизнь в том виде, в каком она существует на нашей
планете, и во всяком случае достаточно сложные ее фор-
мы, способные к самопознанию, есть, по-видимому, явле-
ние не только чрезвычайно редкое, но, вероятно, един-
ственное во Вселенной.

Было бы обидно поэтому не воспользоваться, таким
счастливым стечением обстоятельств и не употребить все
силы для изучения живой материи — самого интересного
предмета исследования для живой материи, способной
к исследованию.
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