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Таблица 5 — Годовое потребление грибов и молока (КПгр = 16×10-3 и КПмол = 0,1×10-3), кг,л/год 

Категория НП Продукт A (< 0,5) B (0,5–2) C (2–4) D (4–10) 
Грибы 1 4 10 18 
Молоко 80 300 750 1200 

 
Действительно, если принять, что для ка-

тегории В расчетное потребление продуктов со-
ответствует среднестатистическому для сельских 
жителей, то для остальных категорий потребле-
ние этих продуктов можно рассматривать как 
экстремально низкое (А) либо высокое и экс-
тремально высокое (С и D). 

Заключение 
Выполненное исследование показало, что 

несмотря на то, что верифицируемая модель на 
сегодня является наиболее совершенной в сво-
ем классе, тем не менее, ее адекватность ре-
альным дозам (СИЧ-измерения) не однознач-
на. Хотя 60 % результатов фактически можно 
признать удовлетворительными, все же нельзя 
согласиться с тем, что по неясным причинам 
модель в 24 % случаев дозы переоценивает в 
2–10 раз (400 НП), а в 16 % — существенно их 
недооценивает. Это обстоятельство следует 
принимать во внимание, например, при интер-
претации оценки эффективности защитных 
мер и риска отдаленных последствий облуче-

ния малыми дозами. Это констатация сущест-
вующего положения. Следует надеяться, что 
дальнейшая работа над моделью позволит сни-
зить неопределенность расчетного метода.  
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Показания интенсивности зондовой флуоресценции снижаются с ростом концентрации глюкозы в рас-
творе белка. Данное изменение зондовой флуоресценции наиболее вероятно обусловлено снижением коли-
чества связанного с белком АНС. Тогда можно предположить, что с ростом концентрации глюкозы в крови 
происходит снижение связывающей способности альбумина к другим лигандам. 

С ростом концентрации глюкозы показания интенсивности собственной флуоресценции белка снижа-
ются. Связывание глюкозы с белком вызывает изменение перераспределения электронной плотности в бел-
ковой глобуле, что способствует внутримолекулярным конформационным перестройкам в белке, на что ука-
зывает снижение показания интенсивности флуоресценции триптофанилов.  

Ключевые слова: сывороточный альбумин, зонд ANS, спектрометрия, флуоресцентная спектрометрия, 
глюкоза, флуоресцентные пробы, триптофан. 

EFFECT OF GLUCOSE CONCENTRATION ON THE LEVEL 
OF PROBE FLUORESCENTION OF BULL AND SERUM ALBUMINS 
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The rise of glucose concentration in protein solutions gives a decrease in intensity indices of probe fluorescen-
tion. This change of probe fluorescention is most probably caused by the decreased quantity of ANS binded with the 
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protein. Thus, one can suppose that the rise of glucose concentration in blood initiates the decrease in albumin bind-
ing capacity towards other ligands. 

The rise of glucose concentration makes the intensity indices of protein fluorescention decrease. The ability of glu-
cose to bind with protein initiates the rearrangement in globule electron density, which promotes intramolecular conforma-
tional changes in protein and the decrease of the intensity indices of tryptophan fluorescention to testify that. 

Key words: serum albumin, ANS probe, spectrometry, fluorescence spectrometry, glucose, probe fluorescen-
tion, tryptophan. 
 

 
Введение 
Роль сывороточного альбумина в организ-

ме человека и животных разнообразна. Инте-
рес, проявляемый к этому белку, постоянно 
возрастает в связи с открытием его новых 
функций для организма. 

Важную роль сывороточный альбумин иг-
рает в поддержании постоянного онкотического 
давления плазмы крови, благодаря которому во-
да удерживается внутри кровеносных сосудов. 
Альбумин обратимо связывает и переносит са-
мые разнообразные низкомолекулярные вещест-
ва и метаболиты, среди которых жирные кисло-
ты, желчные пигменты, окись азота, холестерин, 
металлы как постоянной (Zn2+, Са2+), так и пе-
ременной валентности (Cu2+, Fe2+, Ni2+), а так-
же многие лекарственные препараты. При свя-
зывании лиганда с альбумином химическая и 
биологическая активность этого лиганда изменя-
ется. Многие вещества, токсичные в свободной, 
несвязанной форме значительно снижают свою 
активность при связывании с альбумином [1]. 

Альбумин вносит значительный вклад в 
процессы защиты организма от вредного дейст-
вия свободных радикалов. Это достигается, в ча-
стности, связыванием металлов переменной ва-
лентности, в результате чего их радикалообра-
зуюшая активность уменьшается в сотни раз. 
Кроме этого, в норме молекула альбумина со-
держит одну восстановленную SH-группy, кото-
рая легко окисляется, в том числе  в реакциях с 
участием радикалов. К тому же альбумин обла-
дает  важным свойством уменьшать свертывае-
мость крови. Последние исследования указывают 
на возможность подавления альбумином апопто-
за клеток, что важно для изучения возникновения 
онкологических и аутоиммунных заболеваний.  

Функциональная активность альбумина зави-
сит от конформационного состояния его белковой 
глобулы. Под влиянием различных физико-хими-
ческих факторов происходят конформационные 
перестройки в белке, которые так или иначе изме-
няют функциональную активность белка [2]. 

Основная часть 
При модификации альбумина крови изме-

няются изоэлектрические точки растворимо-
сти, способность связывать красители и неко-
торые другие свойства. 

Интерес к реакциям неферментативного 
гликозилирования белков в организме возрос 
после обнаружения изменчивости гемоглобина 

у больных сахарным диабетом. Аналогичные 
явления обнаружены и при исследовании дру-
гих долгоживущих белков. 

Ранее было высказано предположение о 
том, что в pусле крови происходят нефермен-
тативные реакции альбумина и других белков 
плазмы с активными метаболитами или посто-
ронними веществами — ксенобиотиками, по-
ступающими в кровь. При этом допускалось, что 
альбумин является фактором детоксикации [3]. 

Модельные опыты поставлены с разными 
веществами, в том числе с альдегидами и хи-
нонами, но особенно показательны экспери-
менты с ненасыщенным альдегидом цитралем, 
а также с ацетальдегидом, образующимся в ор-
ганизме при окислении этанола. В результате 
всех этих реакций, по-видимому, образуются 
основания Шиффа. 

Процесс гликозилирования, который обычно 
контролируется многими физиологическими ме-
ханизмами, может быть и неферментативным. В 
этом случае главная роль принадлежит альдегид-
ной группе глюкозы и других моносахаров, обра-
зующих внутренние альдоли. 

 
Хотя равновесие резко сдвинуто влево, все 

же в растворе содержится какое-то количество 
альдегидоспирта. 

Как оказалось, довольно много белков в орга-
низме существуют в форме, связанной с глюкозой 
через основания Шиффа, с последующей пере-
стройкой Амадори. Глюкоза реагирует со свобод-
ными аминогруппами α- и £-аминных групп лизи-
новых остатков полипептидной цепи [4]. 

Повышение в крови концентрации глюкозы 
при сахарном диабете усиливает гликозилирова-
ние через основания Шиффа. Впервые это уста-
новили, обнаружив при данном заболевании не-
обычный гемоглобин. Позднее было обнаружено, 
что увеличивается количество одной из минор-
ных фракций гемоглобина. У взрослых этот белок 
состоит из главной фракции НЬА и нескольких 
минорных. Три из них образуются, вероятно, в ре-
зультате неферментативного гликозилирования — 
это гемоглобины A1а А1b, A1c. При диабете их 
концентрация увеличена в два или три раза, осо-
бенно HbA1c. Остальные фракции гемоглобина 
также частично гликозилированы. В случае 
HbA1с доказано, что гликозилируется β-цепь с 
N-конца. Механизм реакции обоснован путем 
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выделения 1-имино-1-дезоксифруктозовалина. Кро-
ме того, оказалось, что HbA1c может фосфорили-
роваться и образовывать при электрофорезе под-
фракции A1c1, A1c2, A1c3 и др., содержащие имен-
но дезоксифруктозо-6-фосфат. Оба эти гемогло-
бина обладают низким сродством к кислороду, 
что аналогично известному влиянию 2,3-дифос-
фоглицерофосфата. Определение гликозилиро-
ванных форм гемоглобина имеет прогностическое 
значение в оценке течения диабета [5]. 

При диабете неферментативному гликози-
лированию подвергаются различные белки, в 
том числе коллаген, мембранные белки, белки 
крови и другие. В литературных источниах суще-
ствует тенденция приписывать этому процессу 
важную роль в развитии осложнений диабета, на-
пример, приобретению эритроцитарной мембран-
ной хрупкости, неоднократно отмечаемой у боль-
ных диабетом, а также других осложнений (ан-
гиопатия, катаракты и др.). Аналогичные функ-
ции гемоглобина можно получить в модельных 
опытах путем инкубации белка с разными саха-
рами. По своей активности они располагаются в 
следующий ряд: рибоза > манноза > галактоза > 
глюкоза > фруктоза. Другие белки крови (имму-
ноглобулины и липопротеины) также подверга-
ются неферментативному гликозилированию. 
Создается картина разнообразной модификации 
определенной доли экспонированных и α- и £-
аминогрупп. При этом реакции чаще всего идут 
через образование оснований Шиффа [6]. 

Целью работы является изучение собст-
венной и зондовой флуоресценции сывороточ-
ного альбумина при изменении концентрации 
глюкозы, взаимодействующей с белком. 

Материал и методы 
Для целей проведения эксперимента был 

приготовлен раствор бычьего сывороточного аль-

бумина (Sigma-Aldrich) концентрацией 0,66 г/литр 
(10-5 М) в фосфатном буфере (рН = 7,43). Также 
были приготовлены навески глюкозы из расче-
та, что при добавлении их к раствору белка бу-
дут получены растворы глюкозы концентра-
циями 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 мМ. 

Измерение показателей собственной и 
зондовой флуоресценции проводили на спек-
трофлуориметре Cary Eclipse (США). Длину 
возбуждения для собственной флуоресценции 
брали равную 296 нМ, при данной длине вол-
ны практически полностью всю энергию воз-
буждения поглощают триптофанилы белка. По-
казатели собственной флуоресценции детекти-
ровались на промежутке длин волн от 300 до 650 
нМ, что показано на рисунке 3. Длину возбужде-
ния для зондовой флуоресценции брали равную 
340 нМ, при которой поглощает связанный с 
белком флуоресцентный зонд АНС (1-анилино-
8-нафталинсульфонат). Показатели зондовой 
флуоресценции детектировались на промежутке 
длин волн от 350 до 650 нМ, что показано на ри-
сунке 1. Ширина щелей излучения и поглощения  
при измерении собственной и зондовой флуо-
ресценции бралась по 5 нМ. 

Результаты и их обсуждение 
Было изучено влияние возрастающих кон-

центраций глюкозы на показатели зондовой 
флуоресценции сывороточного альбумина. В 
качестве флуоресцентного зонда использовал-
ся АНС. Так как флуоресцирует только свя-
занный зонд с белком, то по величине интен-
сивности зондовой флуоресценции можно су-
дить о связывающей способности альбумина. 

С помощью спектрофлуориметра был по-
лучен график зависимости показателя зондо-
вой флуоресценции БСА при разных концен-
трациях глюкозы (рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1 — Распределение значений интенсивностей зондовой флуоресценции 
по длинам волн при разных концентрациях глюкозы 

 
 

На основе полученных данных, отобра-
женных на рисунке 1, для удобства и боль-
шей наглядности нами был построен график 

зависимости значений максимумов зондовой 
флуоресценции от концентрации глюкозы 
(рисунок 2). 
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Рисунок 2 — Изменение значений максимумов интенсивности зондовой флуоресценции 

с ростом концентрации глюкозы 

 
Таким образом, экспериментально проде-

монстрировано, что с ростом концентрации глю-
козы в растворе белка показания интенсивности 
зондовой флуоресценции снижаются. Данное 
изменение показателя зондовой флуоресценции 
может быть наиболее вероятно обусловлено 
снижением количества связанного с белком 
АНС. Связь флуоресцентного зонда с белком 
обусловлена в основном непрочными некова-
лентными взаимодействиями (гидрофобными, 
электростатическими), которые являются очень 
лабильными и неустойчивыми. Незначительные 
изменения конформации белка под действием 
различных физических или химических агентов 
способны повлиять на эти места связывания. 

С ростом концентрации глюкозы в растворе 
происходит увеличение количества гликозилиро-
ванного белка. Остатки глюкозы способны нефер-
ментативным путем связываться с определенными 
аминокислотами, входящими в состав белка. Счи-
тается, что данное взаимодействие осуществляется 
благодаря ковалентным взаимодействиям, то есть 
необратимо. Известно также, что связавшиеся ко-
валентно с белком вещества обуславливают изме-
нение перераспределения электронной плотности в 
молекуле белка. Это может привести к разруше-
нию нековалентных взаимодействий как внутри 
белковой глобулы между ее доменами, так и к раз-
рушению нековалентных взаимодействий между 
белком и другими химическими веществами. Так-
же известно, что слишком большое количество 

связавшегося с белком лиганда может приводить к 
значительному изменению перераспределения 
электронной плотности в белковой глобуле, что 
чревато конформационными переходами, вплоть 
до денатурации данного белка. 

Однако характер снижения интенсивности 
зондовой флуоресценции не находится в ли-
нейной зависимости от концентрации глюко-
зы, что может говорить о каких-либо побочных 
эффектах такого взаимодействия. Таким обра-
зом, при патологиях, сопровождающихся вы-
сокими концентрациями глюкозы в крови, мо-
жет наблюдаться снижение связывающей спо-
собности основного транспортного белка кро-
ви c различными лигандами, имеющими сход-
ную химическую структуру с АНС. 

Гликозилирование белка, то есть кова-
лентное связывание глюкозы с определенными 
аминокислотами в белке, также приводит к пе-
рераспределению электронной плотности в 
молекуле белка. При этом было важно узнать, 
способствует ли гликозилирование изменению 
конформации белка. 

Для выяснения данного вопроса был проведен 
эксперимент по изучению влияния возрастающих 
концентраций глюкозы на конформационное со-
стояние белка. Использовали метод собственной 
флуоресценции сывороточного альбумина, кото-
рый очень чувствителен к конформационным пе-
реходам в сывороточном альбумине. Полученные 
результаты показаны на рисунке 3. 

 

 
Рисунок 3 — Распределение значений интенсивностей собственной флуоресценции 

по длинам волн при разных концентрациях глюкозы 
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Для лучшей наглядности был построен еще 
один график, в котором брались лишь значения 
максимумов длин волн. Таким образом, была по-

строена кривая зависимости показателей макси-
мумов интенсивностей собственной флуоресцен-
ции от концентрации глюкозы (рисунок 4). 

 

 

Рисунок 4 — Изменение интенсивности собственной флуоресценции 
при росте концентрации глюкозы 

 
Как следует из рисунка, при добавлении к 

раствору белка 2 мМ глюкозы показатель ин-
тенсивности собственной флуоресценции вы-
рос на 32 о.е. (относительные единицы), при 
дальнейшем росте концентрации глюкозы показа-
тель интенсивности собственной флуоресценции 
снижался. Такие колебания показателя интенсив-
ности собственной флуоресценции сывороточно-
го альбумина указывают однозначно на наличие 
конформационных переходов в молекуле белка с 
ростом концентрации глюкозы. Данные конфор-
мационные перестройки в молекуле белка при 
воздействии высоких концентраций сопровожда-
ются снижением показателя интенсивности флуо-
ресценции триптофановых остатков. 

Проведенный эксперимент дает основание 
предположить, что высокие концентрации 
глюкозы в растворе способны приводить к из-
менению конформации белка. Снижение пока-
зателя интенсивности зондовой флуоресцен-
ции БСА с ростом концентрации глюкозы 
можно частично объяснить изменением кон-
формации белка. При этом белок переходит в 
такую конформационную форму, которая име-
ет меньшее количество мест посадки для флу-
оресцентного зонда. 

Таким образом, механизм влияния глюкозы 
на транспортную функцию белка имеет довольно 
сложный характер. Так, во-первых, необходимо 
учитывать влияние глюкозы на конформацию 
белка, а во-вторых, учитывать конкуренцию за 
места посадки на альбумине между молекулами 
глюкозы и флуоресцентным зондом. 

По характеру связывающей способности 
сывороточного альбумина с флуоресцентным 
зондом можно судить о связывающей способ-
ности этого белка с другими лигандами. Боль-
шие концентрации глюкозы, вероятно, оказы-
вают аналогичное влияние на связывающую 
способность веществ (лигандов) с альбумином, 

имеющих сходную химическую и пространст-
венную структуру с флуоресцентным зондом. 

Сывороточный альбумин неспецифически 
связывает огромное количество веществ, нахо-
дящихся в крови, при этом независимо от их 
химической и пространственной структуры. Од-
ни из веществ присоединяются к его белковой 
глобуле за счет электростатических связей, воз-
никающих между заряженными участками на 
молекуле вещества и на белке, другие присоеди-
няются за счет гидрофобных взаимодействий, 
когда неполярные участки прячутся от полярно-
го растворителя в неполярных «карманах» моле-
кулы белка. Так как эти взаимодействия не носят 
ковалентный характер, связи эти слабые и моле-
кулы лиганда легко отрываются от мест посадки 
на белке. При этом устанавливается динамиче-
ское равновесие между фракциями связанного с 
белком и диссоциированного лиганда. 

Показатель интенсивности собственной 
флуоресценции в белке под действием глюко-
зы снижается, это может указывать на то, что 
значительного разворачивания белковой гло-
булы не происходит, возможно, идет обратный 
процесс — еще более компактное сворачива-
ние белковой глобулы. Вероятно гликозилиро-
вание аминокислот, находящихся на поверхно-
сти белковой сферы, способствует такому 
смещению электронных зарядов на белке, что 
полипептидной цепочке в данных условиях 
термодинамически более выгодно свернуться в 
более компактную структуру. 

Также нельзя исключать возможность воз-
никновения ассоциатов между молекулами 
белка за счет возникновения дисульфидной 
связи между свободными остатками цистеинов 
на соседних молекулах белка. В литературных 
источниках вопрос по влиянию гликозилиро-
вания на реакционную активность свободных 
цистеинов досконально не рассмотрен.  
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Снижение показателя интенсивности соб-
ственной флуоресценции БСА под действием 
глюкозы можно интерпретировать возникно-
вением ассоциатов белка. Так, при их образо-
вании скрываются флуоресцентноактивные 
аминокислоты белка, и, таким образом, это об-
стоятельство может обусловить снижение по-
казателя интенсивности собственной флуорес-
ценции белка. Образование ассоциатов может 
происходить теоретически за счет возникнове-
ния нековалентных или ковалентных взаимо-
действий между гликозилированными амино-
кислотами, расположенными на поверхностях 
соседних белковых молекул. 

Заключение 
В растворе белка показания интенсивности 

зондовой флуоресценции снижаются с ростом 
концентрации глюкозы. Данное изменение 
зондовой флуоресценции наиболее вероятно 
обусловлено снижением количества связанно-
го с белком АНС. Так как с ростом концентра-
ции глюкозы снижается показатель связываю-
щей способности альбумина к флуоресцентно-
му зонду, то можно предположить, что с рос-
том концентрации глюкозы в крови происхо-
дит снижение связывающей способности аль-
бумина к другим лигандам. 

С ростом концентрации глюкозы показа-
ния интенсивности собственной флуоресцен-
ции белка снижается. Связывание глюкозы с 
белком вызывает изменение перераспределе-
ния электронной плотности в белковой глобуле, 
что способствует внутримолекулярным конфор-
мационным перестройкам, на что указывает 
снижение показания интенсивности флуорес-
ценции триптофанилов, которая чувствителна к 
окружению, в котором находятся остатки трип-
тофана. Таким образом, рост концентрации глю-
козы в растворе способствует конформационным 
перестройкам в белковой глобуле, при этом мо-
жет также нарушаться транспортная функция 
сывороточного альбумина. 
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