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Аннотация. В работе изучается структура человеческого сывороточного альбумина (ЧСА) в 
водных растворах в присутствии катехина при постоянном молярном соотношении 
[ЧСА]:[Cat]=1:10 и варьировании концентрации ионов кобальта в пределах [Co2+]:[ЧСА] от  
0 до 100. Исследование вторичной структуры белка проводится методом ИК Фурье спектроскопии 
с деконволюцией полосы Амид I. Изменения в третичной структуре белка фиксируются по спектрам 
УФ поглощения и флуоресценции. Обнаружено, что при соотношениях концентраций [ЧСА]:[Co2+] 
до 1:100 не происходит нарушений в глобулярной структуре белка. Наблюдается снижение 
количества α-спиралей и увеличение содержания β-слоев в структуре белка с ростом концентрации 
катионов кобальта. При взаимодействии ЧСА с катехином наблюдаются спектральные изменения, 
свидетельствующие об образовании комплекса. Предположительно, комплексообразование 
приводит к тушению флуоресценции обоих соединений. Причиной тушения флуоресценции белка 
может быть как нарушение его третичной структуры, так и непосредственное связывание катехина 
и катионов кобальта с ЧСА вблизи ароматических аминокислотных остатков .Величина дзета-
потенциала частиц белка в растворе, определяемая плотностью отрицательного заряда на ЧСА, 
снижается с ростом концентрации CoCl2 в растворе, приближаясь к 0 при [Co2+]:[ЧСА]=100. 
Катехин не препятствует комплексообразованию ЧСА с Co2+.  
Ключевые слова: сывороточный альбумин человека, ионы металлов, катехин, 
комплексообразование, вторичная структура белка, собственная флуоресценция белка.  

 
Ионы металлов широко распространены в природе и могут проникать в организм человека через воздух, 

почву, пищу и многими другими путями. Из-за того, что ионы металлов не могут разлагаться в окружающей 
среде, низкие концентрации ионов ионов металлов могут накапливаться по пищевой цепочке, а затем становиться 
высокотоксичными для живых организмов [1]. При попадании в кровь, ионы металлов связываются с анионными 
группами белков плазмы, в том числе с сывороточным альбумином человека (ЧСА). Также они могут 
образовывать координационные связи с сульфгидрильными группами. Таким образом, путем присоединения к 
сывороточным белкам или путем изменения их конформации, ионы металлов способны конкурировать с 
экзогенными веществами за связывание с сывороточными белками [2]. Кроме того, существуют данные о том, 
что взаимодействие ионов переходных металлов с белками может провоцировать образование гидрофобных 
агрегатов, являющихся предшественниками амилоидов. Эти процессы инициируют развитие целого ряда 
конформационных болезней, в частности, нейродегенеративных патологий (например, болезней Альцгеймера, 
Паркинсона, прионных болезней) [3,4]. 

Катехины – полифенолы растительного происхождения, присутствующие в повседневном рационе 
человека. Они обладают множеством полезных для организма свойств, в частности, проявляют антиоксидантную 
активность [5]. Молекулы катехинов могут участвовать в образовании координационной связи, являясь донором 
электронов для ионов переходных металлов, а также, благодаря своим восстановительным свойствам, менять 
степень окисления иона. Недавно появились исследования, обнаруживающие способность полифенолов 
ингибировать агрегацию амилина и альбумина, и даже вызывать разрушение уже образовавшихся 
фибрилл [6-8]. Эти весьма обнадеживающие результаты позволяют рассматривать полифенолы как основу для 
создания препаратов для профилактики и лечения конформационных болезней. В данной работе исследуется 
структура сывороточного альбумина человека при взаимодействии с ионами кобальта (II) и катехином. 

Для исследования вторичной структуры белка широко используется метод ИК Фурье спектроскопии [9,10]. 
Наиболее чувствительной к различным формам вторичной структуры белка спектральной областью является 
полоса Амид I (1700-1600 см-1), которая почти полностью обусловлена колебаниями C = O пептидных связей. 
Количественная оценка вторичной структуры белка основана на предположении, что любой белок может 
рассматриваться как линейная сумма нескольких элементов вторичной структуры, каждый из которых вносит 
свой вклад в определённом диапазоне волновых чисел в колебания пептидной связи. Разложение полосы Амид I 
на составляющие гауссовы контуры позволяет оценить содержание в данном белке различных элементов 
вторичной структуры [11]. В данной работе ИК спектры растворов альбумина регистрировали на приставке 
НПВО ИК Фурье спектрометра Nicolet 8700 (Thermo Scientific) с разрешением 2 см-1. Анализ спектров 
проводился с помощью программы Origin Pro. 

Информацию о состоянии третичной структуры белка даёт исследование спектров поглощения и 
собственной флуоресценции белка. Поглощение в ближнем УФ диапазоне ЧСА обусловлено, в основном, 
ароматическими аминокислотными остатками Trp (1), Tyr (18) и Phe (31), флуоресцирует в основном Trp [12,13].  
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Рисунок 1. Спектры поглощения двухкомпонентных систем ЧСА с Co2+. Соотношения соединений указаны 
на рисунке 

 
Спектральные параметры ароматических аминокислот весьма чувствительны к их ближайшему окружению, 

и увеличение контактов с полярными молекулами воды вследствие нарушения глобулярной структуры приводит 
к заметному изменению спектров поглощения и флуоресценции ЧСА [12,14].Спектры поглощения растворов 
белка регистрировали на спектрофотометре СФ-2000 (ОКБ «Спектр», Россия), спектры флуоресценции на 
приборе HITACHI F-7100 под 90о. Использовали кварцевые кюветы с длиной оптического пути 1 см, измерения 
проводили при температуре 20-22оС. 

Для характеристики поверхностного заряда белковых частиц применяли метод дзета-потенциала. 
Измерения проводили с помощью лазерного анализатора размера частиц SZ100 (Horiba Jobin Yvon) в 
термостатируемой камере при 25oC, использовали лазер с длиной волны 532 нм, мощностью 10мВт. 

В работе были проведены исследования структурных параметров ЧСА в водных растворах с катехином при 
постоянном соотношении [ЧСА]:[Cat]=1:10 и варьировании концентрации ионов кобальта в пределах 
[Co2+]:[ЧСА] от 0 до 100.  

На рисунке 1 показаны спектры УФ поглощения белка при различных концентрациях CoCl2 в растворе, 
измеренные через 1 час после приготовления. Измерение, проведённое через 1 сутки после приготовления, дало 
тот же результат. Из спектров растворов был вычтен спектр соответствующего растворителя (водного раствора 
CoCl2 той же концентрации). Видно, что спектр поглощения белка существенно не изменяется при соотношении 
[ЧСА]:[Co2+] до 1:100. 

Спектр флуоресценции ЧСА в водном растворе показан на рисунке 2. Возбуждение проводилось 
при λ = 278 нм – в максимуме поглощения белка, при этом происходит возбуждение аминокислотных остатков 
Tyr и Trp, однако, в спектре флуоресценции белка присутствует только флуоресценция Trp из-за переноса 
возбуждения с Tyr на Trp [12,13]. Максимум в спектре флуоресценции HSA наблюдается при λ = 342 нм. 
Регистрируя флуоресценцию на этой длине волны, мы получили спектр возбуждения водного 
раствора ЧСА (рис. 3). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 2. Спектр испускания ЧСА в водном растворе при возбуждении на 278 нм. 
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Рисунок 3. Спектр поглощения и возбуждения ЧСА в водном растворе 
 

Сравнивая спектр возбуждения со спектром поглощения белка (рис. 3), а также со спектрами поглощения 
ароматических аминокислот [12], можно видеть, что длинноволновая полоса в спектре возбуждения 
соответствует λmax = 278 нм в спектре поглощения ЧСА. Однако, в спектре возбуждения имеется и 
коротковолновая полоса при λ = 230 нм, возможно, она соответствует переходам в Tyr и Trp на более высокие 
электронные уровни, кроме того, в цистеине есть интенсивный переход при λ = 230 нм.  

Присутствие ионов Co2+ не оказывает существенного влияния на спектры флуоресценции белка при 
возбуждении на λ = 278 нм (рис. 4а) и λ = 230 нм (рис. 4б). Видно, что при большей энергии квантов возбуждения 
более чётко разрешается дополнительная коротковолновая полоса в спектре испускания. Можно было ожидать, 
что двухвалентный ион при сближении с флуорофором будет тушить флуоресценцию, однако, в изученных 
системах этого не наблюдается. Можно сделать вывод, что в окружение Trp не попала ни вода, ни ионы Co2+, 
следовательно, третичная структура белка осталась ненарушенной.  

Результаты исследования ИК спектров ЧСА в присутствии CoCl2 приведены в таблице 1. На рисунке 5 
показан пример разложения полосы Амид I на составляющие гауссовы контуры, отвечающие колебаниям 
пептидных групп, входящих в различные формы вторичной структуры белка. С ростом содержания ионов Co2+ 

наблюдаются изменения во вторичной структуре HSA: снижение количества α-спиральных участков и рост  
β-слоёв. Поскольку в третичной структуре белка в этих системах значительных изменений не обнаружено, то 
можно предположить, что увеличение количества β-слоёв происходит за счет образования межмолекулярных  
β-структур, т.е. происходит агрегация белковых молекул. Отметим, что способ приготовления образцов для 
измерения ИК спектров (высушивание капли раствора белка на кристалле НПВО) мог способствовать 
дополнительной агрегации белка [9]. Этим также может объясняться низкое значение количества α-спиралей и 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

Рисунок 4. Спектр испускания ЧСА в растворах CoCl2 при возбуждении (а) на 278 нм, (б) на 230 нм 
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Таблица 1. Параметры вторичной структуры ЧСА в присутствии Co2+ по данным ИК спектроскопии 

[ЧСА]:[Co2+] α-спирали, ±4% β - листы, ±4% β - повороты, ±4 
1:0 51 36 14 

1:0,5 49 51 0 
1:1 50 42 6 

1:1,5 44 46 11 
1:3 44 51 6 
1:5 41 44 8 
1:10 28 63 9 

 
большое содержание β-слоёв в образце ЧСА без добавок (таблица 1). По данным рентгеноструктурного анализа, 
структура ЧСА содержит 67% α-спиралей и не содержит β-слоёв [13], ранее методом ИК спектроскопии НПВО 
жидких растворов ЧСА были получены значения 55% α-спиралей и 25% β-слоёв [14].  

Рассмотрим результаты исследования структуры сывороточного альбумина в растворах, содержащих ионы 
кобальта и катехин. Спектр УФ поглощения катехина перекрывается со спектром ЧСА, что затрудняет 
интерпретацию спектров их комплексов. Мы будем рассматривать разностные спектры поглощения белка в 
многокомпонентных системах: из спектра раствора ЧСА c катехином и CoCl2 будем вычитать спектр раствора 
катехина с CoCl2 той же концентрации. Если взаимодействие отсутствует, то полученный разностный спектр 
будет совпадать со спектром ЧСА в водном растворе без добавок. 

Разностные спектры УФ поглощения растворов ЧСА с катехином при постоянном соотношении 
[ЧСА]:[Cat]=1:10 и варьировании концентрации ионов кобальта в пределах [Co2+]:[ЧСА] от 0 до 100 показаны на 
рисунке 6. По сравнению со спектром ЧСА в отсутствии добавок, наблюдается снижение интенсивности 
поглощения в системах, содержащих катехин и кобальт, причем немонотонное с ростом концентрации катионов 
(рис. 7). Отличие разностных спектров от спектра HSA в водном растворе без добавок свидетельствует о 
взаимодействии компонентов, причем ионы Co2+ играют важную роль в этом взаимодействии. Наблюдаемые 
спектральные изменения могут свидетельствовать об изменении полярности окружения ароматических 
 
 

 
 
Рисунок 5. Разложение полосы Амид I ЧСА 
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Рисунок 6. Разностные спектры УФ поглощения растворов ЧСА, содержащих катехин и CoCl2, соотношения 
компонентов указаны на рисунке 

 
аминокислот белка (то есть о нарушении глобулярной третичной структуры), либо о том, что молекула катехина 
взаимодействует с HSA в непосредственной близости от хромофоров.  

Спектры флуоресценции ЧСА, катехина и раствора, содержащего альбумин и катехин в тех же 
концентрациях при возбуждении в максимуме поглощения белка (278 нм), показаны на рисунке 8. Если сравнить 
результат вычитания из спектра флуоресценции комплекса спектра катехина со спектром испускания ЧСА, то 
заметно существенное снижение интенсивности флуоресценции белка в присутствии катехина. Это говорит о 
формировании комплекса альбумина с катехином. Причем, поскольку оба соединения флуоресцируют, и спектры 
их испускания перекрываются, то трудно сказать, какое соединение выступает тушителем. В спектрах 
возбуждения белка и катехина (рис. 9) присутствуют две полосы: 278 нм и коротковолновая в окрестности  
230 нм. Видно, что при используемом соотношении концентраций при λвозб = 278 нм эффективнее возбуждается 
белок, а при возбуждении на более коротковолновой полосе эффективнее возбуждается катехин. Рассмотрим 
спектры испускания этих растворов при возбуждении на коротковолновой полосе (рис. 10). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рисунок 7. Зависимость интенсивности в максимуме разностного спектра УФ поглощения от молярного 
отношения [Co2+]:[ЧСА] 
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Рисунок 8. Спектры флуоресценции водных растворов ЧСА, катехина и раствора ЧСА с катехином, 
возбуждение на 278 нм 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
Рисунок 9. Спектры возбуждения водных растворов ЧСА, катехина и раствора ЧСА с катехином 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рисунок 10. Спектры флуоресценции ЧСА, катехина и раствора ЧСА с катехином при возбуждении на длинах 
волн в окрестности 230 нм 
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Рисунок 11. Разностные спектры флуоресценции растворов ЧСА, содержащих катехин и CoCl2, соотношения 
компонентов указаны на рисунке 

 
Видно, что интенсивность флуоресценции комплекса ниже интенсивности флуоресценции катехина  

(в максимуме полосы испускания катехина), и также ниже интенсивности флуоресценции белка (в максимуме 
полосы испускания белка). При попытке построить разностный спектр испускания ЧСА в комплексе получаем 
отрицательную интенсивность на полосе испускания катехина. Можно предположить, что в комплексе 
происходит взаимное тушение флуоресценции и белка, и катехина.  

Спектры флуоресценции растворов ЧСА, содержащих катехин и ионы кобальта, при λвозб = 278 нм, 
приведены на рисунке 11. В этих системах интенсивность испускания альбумина снижается по сравнению с его 
флуоресценцией в водном растворе (рис. 12а), а также наблюдается смещение 𝜆𝜆𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 в длинноволновую область 
(рис. 12б). Оба эти фактора указывают на нарушение третичной структуры белка. На рисунке 13 показаны 
спектры испускания растворов ЧСА, содержащих катехин и ионы кобальта, при λвозб в окрестности 230 нм  
(в максимуме коротковолновой полосы спектра возбуждения каждого раствора), на рисунке 14 показаны 
разностные спектры флуоресценции альбумина в этих системах. Здесь, аналогично ранее рассмотренным 
системам, содержащим ЧСА c катехином, наблюдается отрицательная полоса, показывающая значительное 
тушение флуоресценции в комплексе. Можно предположить, что мы наблюдаем суммарный эффект тушения 
флуоресценции катехина вследствие комплексообразования с белком, и флуоресценции белка. Причиной 
тушения флуоресценции белка может быть как нарушение третичной структуры, так и непосредственное 
взаимодействие с катехином и катионами кобальта. Отметим, что ионы Co2+ слабо влияют на флуоресценцию 
катехина.  

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 

 
 

 
Рисунок 12. Зависимость интенсивности (а) и длины волны максимума (б) флуоресценции ЧСА в растворах с 
катехином и CoCl2 от молярного отношения [Co2+]:[ЧСА] 
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Рисунок 13. Спектры флуоресценции катехина (красная линия), ЧСА (черная) и их комплексов с добавлением 
разных концентраций кобальта. Длины волн возбуждения указаны в подписи на рисунке 

 
Связывание белка с ионами Co2+ отчетливо проявляется при измерении дзета-потенциала частиц белка в 

растворах CoCl2 (рис. 15). Его значение резко растёт (уменьшается по модулю), приближаясь к 0 при [Co2+]:[ЧСА] 
= 100. В трехкомпонентных растворах с катехином значения дзета-потенциала существенно не отличаются от 
значений в растворах альбумина с CoCl2. Снижение поверхностного заряда белка способствует его агрегации.  

По результатам, полученным в работе, можно сделать следующие выводы. В водных растворах 
человеческого сывороточного альбумина при соотношениях концентраций [ЧСА]:[Co2+] до 1:100 не наблюдается 
нарушений в третичной структуре белка. Наблюдается снижение количества α-спиралей и увеличение 
содержания β-слоев в структуре белка с ростом концентрации катионов кобальта. При взаимодействии ЧСА с 
катехином наблюдаются спектральные изменения, свидетельствующие об образовании комплекса. 
Предположительно, комплексообразование приводит к тушению флуоресценции обоих соединений. Причиной 
тушения флуоресценции белка может быть как нарушение его третичной структуры, так и непосредственное 
связывание катехина и катионов кобальта с ЧСА вблизи ароматических аминокислотных остатков Плотность 
отрицательного заряда на молекулах ЧСА снижается с ростом концентрации CoCl2 в растворе, приближаясь  
к 0 при [Co2+]:[ЧСА]=100. Катехин не препятствует комплексообразованию ЧСА с Co2+. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Рисунок 14. Разностные спектры флуоресценции ЧСА в растворах с разными концентрациями CoCl2 и 
постоянной концентрацией катехина 
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Рисунок 15. Дзета потенциал частиц белка в растворах, содержащих катехин и CoCl2 
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Abstract. The structure of human serum albumin (HSA) in aqueous solutions in the presence of catechin 
at a constant molar ratio [HSA]:[Cat]=1:10 and varying the concentration of cobalt ions within 
[Co2+]:[HSA] from 0 to 100 is studied in this work. The study of the secondary structure of the protein is 
carried out by FTIR spectroscopy with deconvolution of the Amide I band. Changes in the tertiary structure 
of the protein are recorded by UV absorption and fluorescence spectra. It was found that at concentration 
ratios of [HSA]:[Co2+] up to 1:100, there are no disturbances in the globular structure of the protein. There 
are a decrease in the number of α-helices and a growth in the content of β-layers in the protein structure 
with an increase in the concentration of cobalt cations. When HSA interacts with catechin, spectral changes 
are observed, indicating the formation of a complex. Presumably, complex formation leads to quenching 
of the fluorescence of both compounds. The cause of protein fluorescence quenching can be either a 
violation of its tertiary structure or the direct binding of catechin and cobalt cations to HSA near aromatic 
amino acid residues. The value of the zeta potential of protein particles in solution, determined by the 
negative charge density on HSA, decreases with increasing concentration of CoCl2 in solution, approaching 
0 at [Co2+]:[HSA]=100. Catechin does not hinder from the complex formation of HSA with Co2+. 
Key words: human serum albumin, metal ions, catechin, complexation, protein secondary structure, protein 
intrinsic fluorescence. 
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