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Впервые систематизированы результаты исследований некоторых клас-
сов биологических молекул (белков, полинуклеотидов и нуклеиновых кис-
лот, углеводов) методом спектроскопии лазерного комбинационного рас-
сеяния. Обсуждается взаимосвязь между спектрами КР и структурой
биологических молекул. Обзор представляет интерес для биооргаников, фи-
зико-химиков и специалистов, занимающихся информационным анализом
и изучением строения биологических молекул.
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I. СПЕКТРЫ КОМБИНАЦИОННОГО РАССЕЯНИЯ БЕЛКОВ

А. Общее рассмотрение

Спектры КР белков получить можно, но значительно более низкого
качества, чем спектры аминокислот и полипептидов. Эдсол объясняет
это тем, что с увеличением размера молекулы релеевское рассеяние воз-
растает, в то время как интенсивность КР практически не меняется, по-
скольку оно приблизительно пропорционально массе молекулы в едини-
це объема. Поэтому отношение сигнал — шум уменьшается при переходе
к высокомолекулярным системам, подобным белкам. Кроме того, боль-
шинство белков флуоресцирует, что приводит к беспрестанному измене-
нию фона в получаемых спектрах. Всегда существует возможность, что
лазерный луч повредит молекулу в растворе, поэтому требуются допол-

* Macromolecular Reviews, 6, part D, 121 (1972), перев. с англ. В. М. Туль-
чинского.
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нительные исследования, чтобы убедиться в том, что образец непо-
врежден.

Наконец, можно ожидать, что спектры КР белков будут очень слож-
ны из-за большого числа аминокислотных остатков и высокого молеку-
лярного веса. Так как интенсивность линий в спектре КР линейно зави-
сит от концентрации молекул, следует ожидать появления множества
трудноразличимых слабых линий. По-видимому, когда в спектрах КР
присутствует много перекрывающихся линий, суммарные спектры стано-
вятся диффузными, с сильно перекрывающимися слабыми линиями. Это
не позволяет получить качественные спектры.

Эдсол' получил первый спектр КР белка — лизоцима, используя в ка-
честве источника света ртутную лампу. В этом спектре авторы описали
всего четырнадцать слабых линий. Недавно были получены спектры
КР кристаллического лизоцима, пепсина и сс-химотрипсина с помощью
лазерного возбуждения2, причем из двадцати одной линии в спектре КР
лизоцима около половины соответствовали ранее наблюдаемым. Нако-
нец, Лорд и Ю описали спектры КР рибонуклеазы,, α-химотрипсина3

и лизоцима

Б. Лизоцим

Спектр КР лизоцима был получен в воде и D2O при различных тем-
пературах, концентрациях и рН 4. Частоты линий приведены в табл. 1.
Концентрация менялась от 33 до 20%, при этом смещения линий не на-
блюдалось. Запись спектра при более низких концентрациях нельзя
было произвести из-за использования маломощного гелий-неонового
лазера. В области рН 4—8,8 сколько-нибудь заметные различия в спект-
рах не наблюдались. При рН 2,0 белок образует агрегаты и дает высокое
фоновое рассеяние. При рН>11 молекула подвергается гидролизу. Не-
смотря на то, что лизоцим подвергался обратимой термической денату-
рации в области температуры 68—64° С, Лорд и Ю не смогли получить
спектры КР денатурированной формы из-за сильного фонового рас-
сеяния.

Спектр КР лизоцима был интерпретирован Лордом и Ю 4 при сопо-
ставлении со спектрами КР двадцати различных аминокислот, содержа-
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Рис. 1. Спектр КР лизоцима в воде
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щихся в молекуле белка. Авторы свели в таблицы спектры аминокислот,
причем интенсивности пиков проводили относительно внутреннего стан-
дарта с учетом частотной зависимости постоянной времени прибора.
Были приготовлены смеси аминокислот такого состава, чтобы их спект-
ры можно было сопоставить со спектром полностью гидролизованного
в кислом растворе лизоцима. Соответствие между спектром КР лизоци-
ма и суммарным спектром составляющих его аминокислот весьма при-
мечательно (рис. 1). Аминокислоты, триптофан, фенилаланин и тирозин
с ароматическими боковыми цепями дают в спектре интенсивные пики с
высоко характеристическими частотами и легко различимы в спектрах
КР белков.

ТАБЛИЦА 1

Спектры КР нативного лизоцима в воде и D2O (250—1800 см'1)

Частота, см~1

НгО

311
344
429

469
491
509
529
544
577
603?
624
646
661
700
724
761
800?
820
836

858

879
900
936

964
984

1006
1014

D to.

450

489
509
524
544
574

625
646
662
698
723
760
804

835
857

873

907
934
950
965

1006
1014

Возможное отнесение

S — S вал.
Тгр; N-дейтер. Тгр.
Тгр; N-дейтер. Тгр.

Phe
Туг; О-дейтер. Туг
С — S вал.
С — S вал. (Met)

Тгр; N-дейтер. Тгр

Туг; О-дейтер. Туг
N-дейтер. Тгр.
Туг

Тгр.
С — С вал.
С — С вал.
амид III'

Phe
Тгр; N-дейтер. Тгр.

Частота, смг\

Н2О

1035
1055
1078
1109
1128
1160
1179

1198
1210
1240

1262
1274

1290
1304
1338
1363

1432
1448
1459

1494
1553
1582
1622
1660

D2O

1035
1060
1080
1110
1128
1161
1183

1200
1211

1253

1284

1337
1362
1385
1420

1447
1459
1482

1553
1580
1620
1658

Возможное отнесение

Phe

С — N вал.

Туг; О-дейтер. Туг; N—
D деф. дейтер. индола

Туг и Phe
амид III

амид III
амид III

Тгр; N-дейтер. Тгр
Тгр
N-дейтер. Тгр
СОО~ сим. вал.?
N — Η деф. индола

С - Η деф.

His?
Тгр; N-дейтер. Тгр
Тгр; N-дейтер. Try
Тгр; Туг; Phe
амид I; амид Г

В области 500—725 см~1 в спектре КР лизоцима наблюдается слабая
линия при 661 см.'1, отвечающая валентному колебанию С—S-связи в
группе С—S—S—С, в то время как в спектре КР смеси аминокислот это
колебание проявляется в виде интенсивной линии при 671 смг1. Лорд
и Ю объясняют это различие тем, что конформации дисульфидных свя-
зей в лизоциме отличаются от конформации аналогичных связей в мо-
номерных аналогах в растворе4. Известно, что углы С—S—S в лизоциме
имеют значения, близкие к 114°, тогда как в галогенгидратах цистина
они равны 104°. Это обусловливает различия и в спектрах КР между ча-
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стотами симметричных и антисимметричных валентных колебаний С—S-
связей, а также в относительных интенсивностях валентных колебаний
S—S- и С—S-связей.

Пептидные группы лизоцима дают линии в областях: амид I при
1660 см~1, амид II при 1567 см~\ а амид III проявляется как триплет
при 1240, 1262 и 1274 см-1. Колебание амид I характеризуется узкой
полушириной линии (около 30 см-1) по сравнению с обычной полушири-
ной — 50 см-1 в спектрах КР белков. Лорд и Ю объясняют это тем, что
большинство амидных групп в основной цепи нативного лизоцима не
сольватированы. Кроме того, они предположили, что три пика в обла-
сти колебания амид III в спектре КР кристаллического лизоцима могут
возникать от трех отдельных структурных компонентов — α-спирали из
остатков 5—15, 24—34 и 88—96, антипараллельного складчатого слоя и
неупорядоченных участков белка \

В. Рибонуклеаза

Спектр КР нативной рибонуклеазы в растворе был получен Лордом
и Ю 5, а для твердого состояния и водного раствора Кенигом и Фрушо-
ром6. Спектры изображены на рис. 2 и 3, а частоты колебаний приведе-
ны в табл. 2. Спектр интерпретирован с помощью спектров смесей ами-
нокислот, составляющих молекулу белка.

Линии при 836 и 855 см-1 в спектре рибонуклеазы принадлежат ко-
лебаниям /э-оксифенильного кольца и обычно характеризуют его иони-
зованную форму. Несмотря на это, Лорд и Ю предположили, что полу-
ченные данные не связаны с наличием ионизованной формы р-оксифе-
нильных колец тирозина, а могут быть обусловлены взаимодействиями

Рис. 2. Спектр КР рибо-
нуклеазы в твердом со-

стоянии
| ι | __ι 11

600 800 1000 1200 140 ΰ 1600 см'1

100 600 800 1000 1200 1Ч0В ISO 0 с м ' 1

Рис. 3. Спектр КР рибонуклеазы в водном растворе

тирозилкарбоксилат-иона боковой цепи3. В рибонуклеазе имеется шесть
остатков тирозина двух различных типов, однако в спектре КР нативной
рибонуклеазы не обнаружено связанного с этим расщепления линий. Ва-
лентные колебания связей S—S и С—S в четырех дисульфидных мости-
ках проявляются при 516 и 659 см-1 соответственно с отношением интен-
сивностей линий, близким к 1. Это говорит о том, что углы С—S—S при
связях S—S в рибонуклеазе близки к 104°, т. е. меньше, чем в лизоциме.
Остаток метионина находится в трансформе, на что указывает линия
при 725 смг1.
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ТАБЛИЦА 2

Колебательные спектры рибонуклеазы в водном растворе и твердом состоянии

Частота, см-
1

КР (раствор)

1664 с.
1620 ср.

1445 с.
142G ср.
1405 ср.
1330 ср.
1312 ср.
1283 ел.
1261 с.
1239 с.
1209 ср.
1179 ел.
1153 ел.
1109 ел.
1078 ел.
1059 ел.
1033 ел.
1004 с.
956 ел.
934 ел.

895 ср.
853 ср.
834 ср.
748 ел.
737 ел.
725 ел.
654 ср.

647 ср.
623 ел.
583 ел.
560 ел.
532 ел.
516 ср.
351 ел.
305 ел.

КР (тверд, сост.)

3052 Ср.
2982 ср.
2951 с.
2902 ср.
2832 ел.
1665 с.
1611 ел.
1522 ел.
1444 с.

1396 ел.
1317 ср.

1258 ср.
1235 ср.
1205 ср.
1175 ел.

1101 ел.

1030 ел.
1003 ср.
962
935 ел.
901 ел.

852 ел.
835 ел.

710 ел.

643 ел.
618 ел.

511 ел.

М К (тверд, сост.)

3300 с.
3200 ср.
3060 ср.
2965 ср.
2935 ср.

2875 ср.
1650 с.

1525 с.
1445 ел.

1395 ел.
1340 ел.
1305 ел.

1260 ел.
1230 ел.

1180 ел.

1115 ср.

620 ср.

Отнесение

NH вал

СН вал.

амид I

амид II
СК деф., СН

2
 деф., С Н

3
 деф.

СОО~ сим. вал.

амид III
амид III
Туг, Phe*
Туг, Phe*

вал. кол. скелета
С — N вал., С — С вал,

Phe*

С — С вал.

С — С вал.
Туг*
Туг*

С — S вал. метионина
С — S вал. дисульфидная
связь

Phe*

S — S вал.

* Отнесения взяты из работы Лорда и Ю '

Замечены различия между спектрами КР рибонуклеазы в водном
растворе и в твердом состоянии. Колебание амид I проявляется при 1664
и 1665 елг"1 в водном растворе и твердом состоянии и указывает на воз-
можность присутствия в рибонуклеазе конформаций, подобных β-струк-
турам. В спектре КР рибонуклеазы в водном растворе и в твердом со-
стоянии в области амид III наблюдаются две линии при 1261 и 1239 см~\
Интенсивность линий амид III согласуется с содержанием 20% α-спи-
ральных участков в белке. При растворении рибонуклеазы интенсив-
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ность линий амид III возрастает, что указывает на дальнейшее разупо-
рядочивание молекулы. Линии в спектрах КР водного раствора более
четкие, чем в спектрах рибонуклеазы в твердом состоянии, что означает,
что белок в твердом состоянии был частично дегидратирован.

Г. сс-химотрипсин

Спектр КР α-химотрипсина в твердом состоянии был впервые описан
Тобином 2. Спектр водного раствора при рН 5,0 получили Лорд и Ю 3 и
сравнили со спектром КР смеси, состоящей из пяти аминокислот. Часто-
ты колебаний и их отнесения в спектре КР α-химотрипсина приведены

ТАБЛИЦА 3

Частота

Н,О

424
484
511
537
574
624

647

674?

713
759
836
859
880
903
941

959
983
1004

1014

ел-
1

DjO

424
487
511
537
573
623

645

666

709
758
838
857
880

950
965
983
1004

1014

Спектры КР α-химотрипсина

Возможное отнесение

S — S вал.
Тгр; N-дейтер. Тгр

Тгр; N-дейтер. Тгр

Phe

Туг; О-дейтер. Туг

С — S вал. дисульф. св.

Тгр; N-дейтер. Тгр

Туг'
С — С вал.
Тгр
С — С вал.
С — С вал.
амид III'

SO*"

Phe

Тгр, N-дейтер. Тгр

в НоО и

Частот

Н
2
О

1033
1078
гО98
1128

1157

1203

1245

1260
1321
1341
1361

1432
1448

1463

1551

1580

1610

1621
1669

D
2
O (250—1800 см'

1
)

а, еж-
1

D
2
O

1033
1083
1098
1128

1179

1204

1247

1321
1337
1361
1385

1451

1550

1577

1610

1664

Возможное отнесение

1
Ι ρ КТ D O тт
> L. — J\ вал,

)

N — D деф, (дейтер.
дол.)

Туг и Phe, О-дейтер.
и Phe

амид III
амид III?
амид III

Тгр, N-дейтер. Тгр

Тгр
N-дейтер. Тгр
N — Η деф. (индол)

)
С - Η деф.

1Тгр, N-дейтер. Тгр
Тгр и Phe, N-дейтер.
и Phe

Тгр и Phe; О-дейтер.
и Phe

Тгр и Туг
амид I, амид Г

ин-

Туг

Тгр

Тгр

в табл. 3 3. Слабая и широкая линия при 511 сж~' отнесена к валентному
колебанию связи S—S; к валентному колебанию связи С—S отнесли
линию при 674 см."1, которая оказалась значительно слабее, чем ожида-
лось. По мнению Лорда и Ю, эти результаты указывают на то, что пять
С—S—S-—С-групп в α-химотрипсине имеют неодинаковую конформа-
цию. К колебанию амид 1 отнесена линия при 1669 см~\ а в области
амид III находятся линии при 1245 и 1260 см~К Последние две линии от-
ражают присутствие в белке участков с α-спиральной и неупорядоченной
конформацией.
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Д. Химотрипсиноген

Спектры КР химотрипсиногена в твердом состоянии изображены на
рис. 4, в D2O на рис. 5, и обратимо денатурированного белка на рис. 6,
а частоты колебаний приведены в табл. 4 6. Ввиду того, что аминокислот-
ная последовательность химотрипсиногена очень похожа на таковую хи-
мотрипсина, их спектры КР весьма схожи и при отнесении линий могут
быть использованы данные Лорда и Ю. Частота колебания амид I
1668 см,-1 в спектре химотрипсиногена в твердом состоянии позволяет

983 1006 1242

Рис. 4. Спектр КР обра-
тимо денатурированного
химотрипсиногена в НЮ
при 65° С (рН 2,0, кон-

центрация 1%)

1335 Wl8

1188

400 500 800 1000 1200 1400 см'

т 1 1519 1659

Рис. 5. Спектр КР химо-
трипсиногена в D2O при
20° С (pD = 2,0, концен-

трация 1%)

170Z

800 1000 1200 1400 1600 см'

1668

Рис. 6. Спектр КР химо-
трипсиногена в твердом

состоянии

1000 1200 1400 1600 CM-1

предположить присутствие в белке участков с β-конформацией. Умень-
шение частоты колебания амид I до 1659 смг1 при растворении белка в
воде может быть связано с образованием дополнительных водородных
связей с водой.

Высокая интенсивность линии амид III в спектрах химотрипсиногена
согласуется с данными для полипептидов, где присутствие интенсивных
линий амид III связывают с низкой степенью спирализации полипепти-
да. Отношение интенсивностей линий амид III и деформационных коле-
баний метиленовых групп при 1448 см~1 возрастает от 0,7 в спектрах КР
химотрипсиногена в твердом состоянии до 1,2 в спектре водного раство-
ра белка, и указывает на увеличение разупорядоченности молекулы бел-
ка при растворении. Валентные колебания связей С—S и S—S при 607
и 509 си-1 соответственно, слабы в спектрах КР химотрипсиногена. Лорд
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ТАБЛИЦА 4

Колебательные спектры химотрипсиногена в водном растворе и в твердом состоянии

КР(рН = 3,0)

1488 ел.
1448 с.

1390 ел.
1390 ел.
1379 ел.
1360 ел.
1335 ср.
1242 с.
1198 ел.
1172 ел.
1123 ел.
1082 ел.
1029 ел.
1006 с.

983 ср.

872 ел.

803 ел.
756 ср.

587 ел.

KP(pD

1702
1659
1610
1567
1549

1451

1382

1331

1056

1002

980

961
931
888
869
849

75R

Частота, см~1

— 2,0)

СЛ.

С.

СЛ.

СЛ.

ср.

С.

СЛ.

СЛ.

СЛ.

ср.

СЛ.

СЛ.

СЛ.

СЛ.

СЛ.

ср.

ср.

КР(тверд

3052
2956
2926
2872
2814

1668
1617
1576
1550

1453
1447
1422

1356
1337
1241
1208
1158
1128

1030
1003

982

876

832

759
643
622
572
504

сост.)

СЛ.

ср.
с.
ср.
ср.

с.
СЛ.

СЛ.

ср.

с.
с.
СЛ.

ср.
с.
с.
ср.
СЛ.

СЛ.

СЛ.

с.

ср.

СЛ.

СЛ.

ср.
СЛ.

СЛ.

СЛ.

СЛ.

ИК (тверд, сост.)

3290 с
3065 ел.
2965 ср.
2930 ср.

1645 с.

1525 с.
1445 ел. ш.

1382 ел.

1330 ел.
1225 ср. ш.

1140 ел.

1095 ср.

730 ел.

Отнесение

N — Η вал.

С — Η вал.

С = О вал.
амид I
Trp, Phe*
Тгр, Phe*

амид III

СН деф. СН2 деф. СН3 деф.

Тгр*

Тгр*
амид II

вал. колебания скелета
С — С вал., С — N вал.

Phe*

so*-
амид III

Тгр*

Тгр*
С — S вал.

S — S вал.

'Отнесения взяты из работы Лорда и Ю ·.

и Ю ̂ считают, что слабая интенсивность этих линий указывает на то, что
не все дисульфидные связи эквивалентны и это, по-видимому, относится
к пяти дисульфидным мостикам в химотрипсиногене.

Химотрипсиноген был обратимо денатурирован с использованием 1%-
ного раствора белка в D2O при pD 2,0. Были изучены два одинаковых
образца, дающие в спектре КР линию амид I при 1659 см~\ при нагре-
вании растворов эта линия смещалась до 1656 емг1, тогда как в спектре
контрольного образца она оставалась при 1659 слг1. Смещение линии
амид I является результатом увеличения количества водородных связей
в обратимо денатурированной форме. Из спектров КР следует, что де-
натурация сопровождается небольшим изменением в локальной конфор-
мации пептидной цепи; доказательством этому является отсутствие из-
менения интенсивности или частоты колебания амид III. Денатурация
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может вызвать изменение в структуре белка, достаточное для проникно-
вения воды, однако незначительно влияет на изменение ближнего поряд-
ка пептидной цепи.

Е. Рубредоксин

Была предложена лазерная спектроскопия КР в качестве метода для
изучения окружения железа в негемовых железосодержащих белках,
простейшим представителем которых является ферродоксин. Атомы же-
леза координированы четырьмя атомами серы, которые расположены
в вершинах тетраэдра. В спектре КР твердого аморфного рубредоксина
наблюдаются только две линии при 365 и 311 смгх 7. Эти линии отнесены
на основании сопоставления с линиями при 360 и 303 см~1 в спектре КР
тиоферрита калия (KFeS2), который содержит полимерные тетраэдры
FeS t. Предположив, что частоты колебаний металл — лиганд могут быть
перенесены из спектров простых модельных соединений в спектры слож-
ных белковых систем, можно делать структурные предсказания подоб-
ного типа.

Ж. Кальцинированная ткань

Спектры КР кортекса голени буйвола были получены от поверхности
целого куска голени, который был обезжирен в ацетоне и хлороформе и
высушен8. Интенсивная линия при 955 см~1 в спектре КР кальциниро-
ванной ткани вызвана колебаниями фосфатной группы. На присутствие
неорганического карбоната указывают линии при 1451 и 1417 см~К Спек-
тры свидетельствуют о наличии в коллагене как пролина, так и фенил-
гланина. Интенсивная линия КР, принадлежащая фосфату кальция,
дает возможность определения фосфата кальция в нормальной и пато-
логической кальцинированной ткани. Следовательно, спектры КР могут
быть полезны при изучении аномалий в зависимости от степени кальци-
нирования и природы органической матрицы.

И. Ренатурированный коллаген

В спектре КР ренатурированного коллагена, полученного экстракци-
ей уксусной кислотой из сухожилий крысиного хвоста, выше фона флуо-
ресценции наблюдались только несколько линий — при 1652, 1571, 1451,
1258, 1198 и 861 см~1 8. Имеются существенные различия между частота-
ми в спектрах КР ренатурированного и кальцинированного коллагена,
которые могут быть вызваны реальными различиями в конформациях.
Для получения качественных спектров КР образцов такого типа необ-
ходимо добиться отсутствия флуоресценции.

И. СПЕКТРЫ КР ПОЛИНУКЛЕОТИДОВ И НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

А. Пуриновые и пиримидиновые основания

1. Идентификация оснований

Одним из возможных применений спектроскопии КР для изучения
нуклеиновых кислот является идентификация пуриновых и пиримидино-
вых остатков оснований в водном растворе. В спектрах КР оснований
аденина (А), урацила (У), гуанина (Г) и цитозина (Ц) присутствуют
интенсивные характеристические линии, которые не изменяются замет-
но при протонировании, дейтерировании, депротонировании, ионизациях
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ТАБЛИЦА 5

Характеристические частоты колебаний цикла урацила

Условия наблюдения

Твердое состояние и
растворы

Все формы,
кроме
щелочных
растворов

не
дейте-
риров,

дейтерир.

Щелочные растворы

Частота см-1

урацил

790+8

822

1390±10

1236+-1

1268±2

1034+.1
1212±2
1284+Л1

уридин

786±4

830

1392=Ы0

1233±1

1248+.1

1020+.2
1209±1
1296+.2

5'-УМФ

786±4

810^10

1391+.11

1233±2

1249±1

1018+.2
1209+.1
1296_t2

I-метил-
урацил

768-+.13

802±10

1388+2

1237±5

1271

1011±1
1208+3
1275+.1

1,3-ДИ-
метил-
урацил

691+.2

804+4

1382+2

•ι273+5

—

Интенсивность

КР

С, СП

ср., СП

с, Π

04. С, Π

04. С., Π

ср., ДП
с, ДП
04. С., Д П

ИК

04. СЛ.

С.

ср.—с.

04. СЛ.

04. СЛ.

СЛ.
СЛ.
ср.—с.

* В этой и последующих таблицах значение частоты является средней величиной, полученной при
измерениях в разных условиях, указанных в левом ряду.

СП •— сильно поляризованные линии, Π — поляризованные, ДП — деполяризованные.

ТАБЛИЦА 6

Характеристические частоты колебаний цикла аденина

Условия наблюдения

Твердое состояние и
растворы

Все кислые формы

Некислые формы:
1) твердое состояние

и растворы

2) растворы

Частота, см-1

аденин

714+11
1338+.8

1412+2

1313±2
1456+.6

1388 ± 3

аденозин

726+7
1336 ±12

1415+2

1308±2
1485 ± 5

1383±5
1425±2

5-АМФ

723+5
1337+7

1414+1

1309+1
1478+8

1383 ±3
1426+4

9-метил -
аденин

714±11
1335+.5

1412+9 *

1313+.2
1487 ±3

1388±3
1427+1

Интенсивность

КР

с, с. П.
04. С, П,

04. С, Π

С. — 04. С., Π
ср. — с., СП

ср. — с , Π
сл. — ср. ?

ИК

сл. — ср.
ср. — с.

сл.

с.
ср.

—

* Указанная линия в растворе С1 проявляется в виде триплета 1398, 1420 и 1452 см~1.

фосфатных групп, при химическом замещении в экзоциклических груп-
пах или при изменениях во вторичной структуре9. Частоты колебаний
приведены в табл. 5—8. Эти характеристические частоты были исполь-
зованы Томасом10 при анализе спектров КР рибосомальной РНК. Пури-
новые циклы дают в спектре очень интенсивные линии при 1575 см~1,
обусловленные колебаниями адениновых и гуаниновых остатков, и при
1484 см~\ обусловленные в основном гуанином. Пиримидиновые циклы
дают линии в спектре КР при более низких частотах, в области 1400—
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ТАБЛИЦА 7

Характеристические частоты колебаний ЦИКЛЕ

Условия наблюдения

Твердое состояние и
растворы

Не дейтерированные
формы

Дейтерированные
формы

Кислые растворы

Частота, си- '

цитозин

786 ±9

1215+5
1282+.13

1375±10

970+5

1420+10

цитидин

781+6

1218±7
1254±11

1302+10
1383+8

995 ±6

1036
1430 ±20

5'-ЦМФ
(динатрие-
вая соль)

780+6

1218+8
1254+11

1306±6
1383+8

1000+5

1037
1430+20

1-метилци-
тозин

785+10

1209 ±9

1278+15

1392 +7

985±10

1025±5
1445 ±20

ι цитозина

Интенсивность

КР

С. — 04. С,
СП

с, Π
04. С, Π

04. С, Π
ел. — ср.,

дп
ел. — ср.,

дп
ср.,ДП
ср. — с., Π

ик

ср. — с.

ел. — ср.
оч. ел.

с.
с.

04. ел.

ел.

ТАБЛИЦА 8

Характеристические

Условия наблюдения

Все формы в раство-
рах

Все кислые формы

Все некислые формы

Щелочные формы,
ОН", OD-

Дейтерированные
формы

частоты колебаний цикла гуанина

Частота, см-1

гуанин *

638+13

1361±11

1260

1410

1326+3
1457±2

1326+3

1190+2

гуанозин

668+8

1367 ± 5

1285±10

1405±Ю

1315±10
1480 ±10

1341 ± 4

1170±5

5'-ГМФ

672+8

1364+4

1285 ±10

1405+10

1313+12
1481±9

1342±3

1170+5

9-этилгуаиин **

622±7

1350 ±2

1280±10

1414+4

1172

Интенсивность
КР

ср., С. П.

ср. — с , Π

ср. — с ,
С П .

с.—оч. с , Π

ср., П.
04. С., С. П.

оч. с., Π

ел. — ср.

* Спектры ней'ральных
** Спектры нейтральных растворов отсутствуют.

и основных растворов отсутствуют.

1300 см~1. Линия при 1340 cM~i принадлежит остатку урацила, а при
1300 см.-1— цитозину. В области 800—650 см-1 также находятся линии,
характерные для определенных оснований. Линия вблизи 720 см-1 обус-
ловлена, главным образом, колебаниями аденина, линия при 675 см~1

принадлежит гуанину, а при 785 см~1— урацилу и цитозину. При дейте-
рировании эти линии смещаются незначительно.
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2. Таутомерные формы оснований

В растворе основания могут существовать в различных таутомерных
формах. Например, гуанин и его 9-N замещенные производные могут су-
ществовать в нейтральном растворе либо в кето-, либо в енольной фор-
мах, как это показано ниже:

«о

В спектрах КР гуанина в воде линия при 1680 см~1 (1670 см~1 в D2O)
очень широкая и сильно поляризована9. Она отнесена к валентному ко-
лебанию С = О-группы. Кетонная структура в этом случае преобладает,,
поскольку если бы производные гуанина существовали в растворе в
енольной форме, валентное колебание С = О-группы не было бы обнару-
жено. Если бы преобладал имино-таутомер, линию при 1680 см~1 надо
было бы отнести к валентному колебанию — С = 1МН-группы, которое
обычно не имеет такой высокой частоты и, кроме того, должно давать
большее смещение полосы при изотопном замещении, чем обнаруженное
смещение на 10 см~\

Более детальное изучение было проведено на производных гипоксан-
тина ". Для определения таутомера, присутствующего в водном раство-
ре инозина, его спектры КР были сопоставлены со спектрами 1-метили-
нозина (кетоаналог) и 6-метоксипурина (енольный аналог). В спектрах
1-метилинозина наблюдались интенсивные линии при 1684, 1585, 1555
и 1512 см~\ а в спектрах 6-метоксипурина — только две линии в этой об-
ласти: при 1586 и 1508 см~1. В спектре инозина наблюдаются четыре ли-
нии при 1684, 1585, 1555 и 1512 см~\ и линия при 1684 см~1 может быть
использована для идентификации кетонной формы. По-видимому, тауто-
мерное равновесие практически полностью сдвинуто в сторону кетонной
формы.

3. Влияние рН на структуру оснований

Область валентных колебаний двойных связей (1500—1800 см~*) в
спектрах КР рассматриваемых оснований особенно полезна для анали-
за, так как наблюдаемые здесь линии очень интенсивны. При этом часто-
ты колебаний зависят от структурных изменений, вызванных изменени-
ем рН. Присоединение атома водорода к ядру вызывает повышение
частоты валентных колебаний двойных связей и, наоборот, удаление про-
тона из свободного основания — понижение частоты. В спектрах КР мо-
гут быть найдены частоты, которые чувствительны к различным струк-
турам, реализующимся в нейтральных, кислых или основных растворах.
Характерные линии, отвечающие различным структурам, приведены в
табл. 5 9 . Например, урацил имеет три двойных связи, валентные коле-
бания которых дают интенсивные линии в спектре КР. Для раствора в
D2O интенсивные линии при 1690 ±10, 1658 ± 5 и вблизи 1620 см~1 долж-
ны быть отнесены исключительно к валентным колебаниям двойных свя-
зей в урациле и его 1-N производных. Линия при 1690 см~1 отнесена,
главным образом, к валентному колебанию несопряженной карбониль-
ной группы у С (2), линия при 1658 сад-1 — к валентному колебанию со-



Спектроскопия комбинационного рассеяния биологических молекул 1487

пряженной карбонильной группы у С (4) и линия вблизи 1620 см~1 — к
валентному колебанию связи С = С в кольце6. При понижении pD среды
вследствие присоединения дейтерия (по-видимому, в 1-N положение
кольца) частоты валентных колебаний карбонильных групп у С (2) и
С (4) урацила возрастают. В водных растворах можно наблюдать толь-
ко два разных колебания карбонильных групп: очень широкую линию
при 1680 CM~i и плечо при 1635 см~1. Это подтверждает наличие взаимо-
действия валентных колебаний С = О и деформационных колебаний
3-NH-rpynn.

В основных растворах депротонирование, которое должно проходить
в урациле из 3-N положения, приводит к анионной структуре типа

с высокой степенью делокализации π-электронов. В щелочных растворах
(NaOH и NaOD) все частоты колебаний двойных связей уменьшаются.
Для всех производных урацила (кроме метилурацила) наблюдаются
линии при 1640 + 5, 1600 и 1505 см-1. Они отвечают колебаниям групп
С = О и О—С—N—С—О анионной формы урацила. Как и ожидалось,
подобные спектральные изменения в основных растворах 1,3-диметил-
урацила не происходят9.

При переходе от нейтрального раствора к кислому происходит харак-
терное смещение линий в области 1300—1200 см~1 в сторону низких ча-
стот в спектрах КР всех производных цитозина. Для линий в области ча-
стот выше 1500 см-1 тенденция носит противоположный характер. Коле-
бания, частоты которых лежат в области 1300—1200 см~\ большей
частью относятся к колебаниям ординарных связей, а подкисление при-
водит к локализации π-электронов и «фиксированию» двойных и орди-
нарных связей в кольце; поэтому частоты колебаний в рассматриваемой
области должны уменьшаться вследствие уменьшения степени двоесвя-
занности для этих связей.

4. Структура оснований в твердом состоянии

Спектры КР оснований должны быть полезны при изучении типов
ассоциативных взаимодействий, которые влияют на частоты колебаний в
твердом состоянии. У производных урацила, цитозина и аденина в твер-
дом состоянии имеются сильные водородные связи. Значительные разли-
чия наблюдаются между спектрами КР кристаллического 1-метил-З-дей-
тероурацила и его раствора в D2O, где межмолекулярное колебательное
взаимодействие минимально. В ИК-спектрах и в спектрах КР кристал-
лических 1-N замещенных производных урацила наблюдается большое
число несовпадающих частот9. Это предполагает присутствие центро-
симметричного димера с симметричными (КР) и антисимметричными
(ИК) взаимодействующими колебаниями мономеров. Антисимметрич-
ные колебания должны быть активными только в ИК-спектрах, тогда как
симметричные — в спектрах КР; предполагаемая структура димера име-
ет вид
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Однако между спектрами КР и ИК-спектрами кристаллических про-

изводных аденина и цитозина нет таких значительных различий, поэтому
отсутствуют доказательства образования центросимметричных комплек-
сов в этих кристаллах, хотя также имеет место образование ассоциатов
с участием сильных водородных связей. Были получены низкочастотные
спектры КР и ИК-спектры кристаллов урацила и аденина12. Частоты ва-
лентных колебаний водородных связей в этих кристаллах лежат в обла-
сти 125—70 см~1 и проявляются в виде слабых полос в спектре КР, тогда
как неплоские молекулярные колебания достаточно сильны.

5. Образование пар оснований

Изучение взаимодействий между мономерными компонентами ну-
клеиновых кислот является необходимым этапом при определении хими-
ческих и физических критериев стабильности и специфичности спарива-
ния оснований двухспиральных нуклеиновых кислот. Лорд и Томас13

изучали спектры КР водных растворов смесей гуанозин-5'-фосфата, аде-
нозин-5'-уридина и цитидина. Наблюдаемый спектр смеси почти совпа-
дает с суммарным спектром компонентов. Отсутствие изменений в спек-
тре означает, что между основаниями не имеется водородных связей. Ре-
зультаты исследований методом ЯМР показывают, что циклы оснований
располагаются между собой параллельно, один над другим («вертикаль-
ная упаковка»). Отсутствие изменений спектра КР в области 1750—
1450 см~1 предполагает, что такая вертикальная упаковка не сопровож-
дается заметным образованием пар оснований. По-видимому, энергия
стабилизации обеспечивается иными силами, чем те, которые возникают
при образовании связанных водородными связями пар оснований. Из
этого следует, что необходимым условием спаривания оснований в вод-
ном растворе является геометрическое ограничение, налагаемое на осно-
вание при его присоединении к сахар-фосфатному скелету полимера.

6. Образование комплексов с ионами тяжелых металлов

Для определения природы комплекса между ионами тяжелых метал-
лов и нуклеотидами проведено исследование системы цитидин — HgCl2

в воде методом спектроскопии КР 13. Растворимость комплексов адени-
на, гуанина и инозина низка, что мешает получению хороших спектров
КР. Предполагают, что связывание Hg 2 + происходит по положению 3-N
в кольце, так как происходящие при этом изменения в спектре КР ана-
логичны изменениям при протонировании цитидина по положению 3-N.
Ион металла находится скорее в форме Hg2+, чем в форме HgCl+ или
HgCl2, так как интенсивность линии при 322 см.'1 в спектре HgCl2 в при-
сутствии цитидина значительно уменьшается.

Количество прореагировавшей Hg(II) примерно равно количеству
исходного цитидина, т. е. комплекс имеет состав 1:1. Кажущаяся кон-
станта равновесия /С4= (50±20) · 10~г Λί; большой разброс значений
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обусловлен трудностями проведения точных измерений интенсивности в
спектрах КР в столь разбавленных растворах.

Производные урацила не взаимодействуют с HgCl2 даже при пяти-
кратном избытке соли; это согласуется с выводом о том, что сильное свя-
зывание происходит предпочтительно по атому азота при ненасыщенной
связи13. Аналогичные исследования методом спектроскопии КР водных
растворов цитидина и уридина в присутствии ZnCl2, ZnSO4, CdCl2)

<CuSO4 и MgCl2 не выявили каких-либо спектральных изменений, кото-
рые указывали бы на взаимодействие с этими ионами 13.

7. Нуклеозиды и нуклеотиды

Поскольку остаток рибозы дает слабые линии КР, спектры нуклео-
зидов по существу такие же, как и спектры оснований. Описаны спектры
D-рибозы9 и дезоксирибозы 14, в которых наблюдались только очень сла-

ТАБЛИЦА 9

Частоты колебаний и их отнесение в спектрах КР рибозо-5-фосфата

Частота, см~%

рибозо-5-
фосфат

505
546
575

720

806

851
902
930

рибоза

421
464
548
588
601
650
680
729
7QQ
(9о

832
879
918

диметил-
фосфат

759

816

Отнесение для
рибозо-5- фосфата

рибоза

рибоза

О—Р—О сим.
вал.

Частота,

рибозо-5-
фосфат

981
1050

1086

1140

1263

1462

рибоза

968
1012
1052

1083
1125
1159

1269
1325
1467

•м-1

диметил-
фосфат

1040
1056
1085

1196
1220

Отнесение для
рибозо-5-фосфата

О—Р=О~ сим.
вал.

рибоза

ркбоза

ТАБЛИЦА 10

Частоты колебаний

Частота, см-1

дезоксири-
бозо-5-фос-

фат

504

804

921

дезок-
сирибо-

за

392
422
510
560
619
643
676
719
756
802

817
869
897
919

диметил-
фосфат

759

816

и их отнесения в

Отнесение для де-
зоксирибозо-5-фос-

фата

—О—Р—О сим.
вал.

дезоксирибоза

спектрах КР дезоксирибозо-5-фосфата

Частота, см~1

дезоксири-
бозо-5-фос-

фат

980
1007

1087

1190

1365

1463

дезок-
сирибо-

за

984
1009
1047
1081

1119
1142
1190

1270
1325
1358
1388
1446
1459

диметил-
фосфат

1040
1056
1085

1196

1220

Отнесение для де-
зокснрибоэо-5-фос-

фата

дезоксирибоза
дезоксирибоза

О—Р=О~ сим.
вал.

фосфат, гр.; де
зоксирибоза

дезоксирибоза

дезоксирибоза

10 Успехи химии, № 8
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бые линии по сравнению с линиями, соответствующими колебаниям цик-
лов оснований. Наблюдаемые частоты колебаний представлены в табл. 9
и 10 14. Слабая линия при 1465 см-1 появляется в спектрах КР всех ну-
клеозидов и нуклеотидов и, по-видимому, принаделжит колебанию остат-
ка сахара.

Значительные различия обнаружены в спектрах аденозин-5'-моно-
фосфата АМФ-5 и аденозин-З'-монофосфата АМФ-5, что может быть
связано с чувствительностью колебательного спектра к месту положения

заместителя остатка саха-
[339 fpa15 (см. рис. 7и8). В спект-

f ре АМФ-5' наблюдается две
Плинии аденина при 1320 и
11342 смг1, тогда как в спект-
;ре АМФ-3' одна линия при
i 1331 см'1. Интенсивность ли-
нии при 957 см-1 в спектре
АМФ-5'уменьшается, и появ-
ляется новая линия при
930 см-1 в спектре АМФ-3'15.

ί Предполагали, что гуано-
зин-5'-монофосфат может об-
разовывать спираль за счет

, водородных связей. Когда
получили спектры КР этого
соединения при различных
температурах, то обнаружи-
ли, что линии гуанина при
1325, 1370, 1490 и 1580 смг1

показывают сильный гипо-
хромный эффект при обра-
зовании геля; это связали
с межплоскостным «стэй-
кинг») взаимодействием".
При аналогичных исследо-
ваниях дезоксигуанозин-5'-
монофосфата не обнаружили

значительных изменений в
спектрах КР, что позволило-
сделать вывод, что 2'-ОН-
группа выполняет стабили-
зирующую роль в агрегатах
гуанозин-5'-монофосфата''

1600 1200 600 400 сп'

Рис. 7. Спектр КР свободной кислоты аденозин-5'-
монофосфата в твердом состоянии

31S

1556

1600 1Ζ00 800 400 см'

Рис. 8. Спектр КР свободной кислоты аденозин-3'-
монофосфата в твердом состоянии

Спектры КР нуклеозидов и нуклеотидов при заданных рН или pD
имеют одинаковый вид, за исключением линии при 980 см.-1 и очень сла-
бой линии вблизи 1100 см.-115. Эти линии отнесены к симметричному и
вырожденному валентным колебаниям группы РО3. Ион (ROPO2OH)~
не дает заметных линий в спектре КР.

Изучали спектры КР трех аденозинфосфатов: аденозинмонофосфата
(АМФ), аденозиндифосфата (АДФ) и аденозинтрифосфата (АТФ) в за-
висимости от рН 1в. Сопоставление спектров, приведенных на рис. 9, по-
казывает, что указанные соединения могут быть легко различимы по
интенсивности, частоте и контуру линий в области 1125 см-1". Кроме
того, аденозиндифосфат имеет линию при 710 смг1, а аденозинтрифос-
фат — при 680 см~\ тогда как аденозинмонофосфат не имеет линий в
этой области спектра. Из табл. 11 1в, в которой указаны частоты колеба-
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ний в зависимости от рН, следует, что линии при 817 и 1082 см-1 связаны
с протонированной формой (РО2)ОН, тогда как линии при 882, 980 и
1005 смг1 соответствуют ионизованной форме РО3. Сильно поляризован-
ные линии КР 980 и 1082 см~1 могут быть отнесены к симметричным ва-
летным колебаниям связи РО в ионизованной и протонированной фор-
мах16. В спектрах КР аденозиндифосфата и аденозинтрифосфата линии,
обусловленные ионизованной формой, появляются при 1108 и 1126 см-1

соответственно, а в случае протони-
рованной формы —при 1090 и
1112 см-1.

Две сильно поляризованные по-
лосы в спектре аденозинмонофосфа-
га при 980 и 1082 см~\ появляющие-
ся при рН ниже и выше значения
рК, соответственно отнесены к сим-
метричным валентным колебаниям
РО-группы ионизованной формы
РО3 (980 см*1) и протонированной
формы (РО2)ОН (1082 см'1). В по-
лифосфатах рассматриваемые коле-
бания должны взаимодействовать,
что приведет к изменению частоты.
В спектре КР аденозиндифосфата
эти два поляризованные колебания
наблюдаются при 1108 и 1090 см~\
причем низкочастотная линия отне-
сена к полностью ионизованной фор-
ме. Аналогичные линии в спектре
аденозинтрифосфата появляются со-
ответственно при 1126 и 1112 см-1.
В спектрах поляризованных форм
смещение линии симметричных ко- β
лебаний фосфата уменьшается от
100 см-1 для моно- до 18 си-'дляди-
и до 13 см-1 для трифосфата. Такое
изменение совпадает с изменением
степени колебательного взаимодей-
ствия в зависимости от числа после-
довательно соединенных фосфатных
групп16.

Линия при 1125 см-1 в спектре
АТФ была использована для изуче-
ния взаимодействия Са2+ и Mg2 + с трифосфатом в водных растворах с
различными рН ". В спектрах водных растворов эта линия непрерывно
смещается в зависимости от рН.

В растворах Ыа2-трифосфата (концентрационная зависимость не на-
блюдалась) четко проявляется изменение спектра, заключающееся в
смещении линии при 1125 см-1, в области рН, где диссоциирует второй
протон. Значение кажущейся константы диссоциации кислоты (рК) со-
гласуется со значениями, измеренными другими методами. С помощью
метода КР были получены сходные кривые титрования для Са2 + и Mg J +.
Однако для эквимолярных растворов двухвалентных катионов при уве-
личении концентрации было замечено заметное уменьшение ширины пе-
рехода. Этот результат указывает на кооперативный эффект, включаю-
щий взаимодействия между ионами аденозинтрифосфата и двухвалент-

1600
— ι —

1200 1000 SO0 600 см-
—~ι 1 1 г -

Рис. 9. Спектры КП АТФ, АДФ и АМФ:
а) спектр АТФ, рН 6, концентрация
0,5 М; б) спектр АДФ, рН 6, концен-
трация 0,5 М; в) спектр АМФ, рН 6;

концентрация 0,5 Μ
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ТАБЛИЦА И

Частоты колебаний фосфатной группы (слг1) *

АМФ

рН 5,5

817а

858

1082Д

юоб

рН 7,5

817а

850
882

980г

10056

1123е

1170е

АДФ

рН 5,5

826
860

1108д

1005

710

рН 7,5

828

1090д

АТФ

рН 5,5

920
830

1125Д

1008

680Ж

рН 7,5

в

в

Ш2 Д

а — линии более сильные при низких рН; б — линии более сильные при высоких рН; В '— структура
линий в этой область изменяется сложным образом от рН; ̂ .— симметричное валентное колебание РО»-
jpynnu;

Д — симметричное валентное колебание, включающее колебание О—Ρ—О-группы;
е — дважды вырожденное антисимметричное валентное колебание РО«-группы, расщепляющее при

понижении симметрии в молекуле; ж — коллективное колебание,

ными катионами. Причем степень взаимодействия с Mg2 + меньше, чем с
Са2 +. Смещение определенных линий в спектрах КР при комплексообра-
зовании с Mg2 + и Са2 + наблюдалось как для диссоциированной, так и
для протонированной форм. Полученные результаты имеют значение для
биологии в связи с наблюдаемым активирующим влиянием ионов Са2+

на АТФазную активность миозина ".

Б. Синтетические полирибонуклеотиды

1. Полиадениловая кислота (поли-А)

Полиадениловая кислота (поли-А) существует в двух формах — как
двойная спираль при р Н < 6 и как упорядоченная односпиральная кон-
формация при высоких рН, ее строение широко изучалось с помощью
спектроскопии КР 15· 18~19. Спектр КР поли-А в твердом состоянии в одно-
спиральной форме изображен на рис. 1015. Рассматриваемый спектр
очень похож на спектры других производных аденина и, как показано в
табл. 12, имеет интенсивные линии аденинового цикла при 1335 и
725 см-1. При растворении поли-А в воде большинство линий в спектре не
смещается, исключая линию при 795 см~\ которая смещается до
811 си"1. Если водный раствор нагреть от 20 до 80° С, цепь переходит
в конформацию с разрушенными межплоскостными взаимодействиями;
эти изменения отражаются в существенном снижении интенсивности ли-
ний при 725, 1252, 1303, 1326, 1424 и 1500 слг1 1 8.

Кривая плавления двойной спирали показывает, что плавление про-
исходит некооперативным образом5. Спектр КР поли-А при 80°С при-
ближается к спектру КР аденозинмонофосфата при 20° С (рис. 11). Ги-
иохромные эффекты в спектре поли-А неоднократно изучались15·18·20.
Попытка теоретического объяснения гипохромного эффекта в спектрах
КР была предпринята Петиколасом на основании теории интенсивно-
стей21, но так как в теории используются бесконечные суммы по всем
возбужденным состояниям, она не позволяет проводить количественные
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ТАБЛИЦА 12
Частоты колебаний в спектрах КР поли-А и ее производных

Частота, см~

поли-А (тверд,
сост.) поля-А (ИК) аденин (тверд,

сост.)
аденозин

(тверд, сост.)
дезоксиадено-
зин (тверд.

сост.)

Отнесение

1578 ср.

1500 ел.

1480 ел.

1415 ел.

1371 ср.

1355 оч. с.

1309 с.

1254 ср.

1213 ел.

1172 оч. ел.

1093 ср.

1033 оч. ел.

1006 ел.

964 оч. ел.

907 ел.
876 ел.
853 оч. ел.
815 ел.
795 ср.

725 оч. с.

635 ел.

583 оч. ел.
564 ел.
532 ел.

456 оч. ел.

318 ел.

1644 оч. с.
1598 с.
1571 с,

1500 ел.
1472 ср.
1452
1414 ср.

1366 ел.

1326 ср.

1294 ср.

1238 с.

1166 ел.
1125 ср.

1000-1100 с.

990 ср.

925 ел.
924 ел.
905 ел.

858 ел.
814 ел.
790 ел.

717 ел.

638 ел.

530 ел.

1600

1530

1485
1462

1370

1332

1312

1252

ИЗО

1025

945

900

820

725

620

535

334

1600
1575

1510
1480

1420
1388
1375

1335

1306

1275
1248

1215

1180

1132

1037

1013
988

912

846
825

763

723

640

587

537

414

320
290
275

1613 оч. ел.
1570

1480 ср.
1448 оч. ел.
1415 ел.
1390 ср.
1379 ср.
1349 оч. с.

1324 ел.

1302 ср.

1250 ср.

1198 оч. ел.
1191 оч. ел.
1176 оч. ел,

1112 оч. ел.

1067 ел.

1014 ел.

949 ел.
911 ел.

849 ел.
811 ел.
795 ел.
756 с.
741 с.

698 оч. ел
662 ел.
639 оч. ел

568 оч. ел
535 оч. ел
500 оч. ел

416 ел.
379 ел.
351 ср.
335 с.

298 ел.

цикл
ЦИКЛ

остаток сахара
цикл

остаток сахара

цикл

цикл

цикл

цикл, С—ΝΗί вал.
фосфат. О - Р - О -

антисим. вал.
остаток сахара

фосфат. О - Р - О -
сим. вал.

остаток сахара
С—О вал.

остаток сахара

цикл

остаток сахара
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поли-А (тверд,
сост.)

248 ел.

Частота, ем~1

поли-А (ИК) аденин (тверд,
сост.)

130

аденозин
(тверд, сост.)

23
230

ИЗ

ТАБЛИЦА

дезоксиадено-
зин (тверд,

сост.)

237
150

ел.
ел.

12 {продолжение)

Отнесение

предсказания. Недавно была предложена упрощенная процедура, позво-
ляющая давать качественные предсказания20.

Спектр КР двухспиральной поли-А показан на рис. 12. Он подобен
опектру КР протонированной формы аденозин-5'-монофосфата. Измене-
1ия спектра согласуются с предположением, что протонирование проис-
ходит в положении N t. Однако спектральные характеристики не могут
быть связаны с образованием водородных связей между основаниями,
как это было найдено для нуклеотидов.

721

1600 1200 SHO 100 см'

Рис. 12

20° ЛМФ Рис. 10. Спектр КР калиевой соли
полиадениловой кислоты в твердом

состоянии

Рис. 11. Температурная зависимость
спектра КР полиадениловой кислоты

Рис. 12. Спектр КР двойной спирали
полиадениловой кислоти в твердом

состоянии

Рис. 11
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2. Полицитидиловая кислота (поли-Ц)

Спектр КР поли-Ц изображен на рис. 13, а частоты колебаний сопо-
ставлены с частота::п колебаний некоторых производных цитозина в
табл. 13 22. Частоты колебаний цикла 1645, 1606, 1524, 1364, 1287, 1243,
987 и 789 см"1- являются общими в сравниваемых спектрах. Спектр КР
поли-Ц в водном растворе, изображенный на рис. 14, очень сходен со
спектром КР твердой поли-Ц. Смещение линии при 1243 CM~i в спектре
цитозин-5'-монофосфата до 1254 см~1 в спектре поли-Ц может быть обус-
ловлено «стэйкинг»-взаимодействием между основаниями, водородной

П5Ч

1600 1200 800

Рис. 14

100cn~f

Рис. 13. Спектр КР калиевой соли
полицитидиловой кислоты в твердом

состоянии

Рис. 14. Спектр КР водного раствора
калиевой соли полицитидиловой кис-

лоты; рН 7,0 (20% по весу)

Рис. 15. Спектр КР насыщенного вод-
ного раствора полицитидиловой кис-

лоты, рН 3,5

\1№
\, 1385 \

1600 1200 SOU

Рис. 15

связью или конформационным изменением остатка сахара. При пониже-
нии рН поли-Ц образует полупротонированный комплекс, при этом спек-
тры КР изменяются (рис. 15). Линия при 1379 см~' смещается до
1364 см-1 при рН 5,5 и до 1386 см~1 при рН 3,5. Последняя частота почти
равна частоте протонированного основания в спектрах КР мононуклео-
гидов. При образовании двойной спирали при рН 5,5 линия при 1294 см~1

смещается до 1283 см~1. Такое изменение спектра является признаком
образования двойной спирали г2.
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ТАБЛИЦА 1$

Частоты колебаний в спектрах КР поли-Ц и ее производных

Частота, см-
1

цитознн

420
440

552

603

794

820

850

965

1015

1110

1160

1255

1278

цитидин
(тверд, сост.)

300
316

408
430

467

С£»Г

565

603

630

760

790
820

859

990

1194

1249

1265
1292

дезоксицитидин
(тверд, сост.)

212 04. ел.
224 04. ел.

274 04. ел.
306 04. СЛ.

347 04. ел.
359 о4. ел.
383 04. ел.
399 04. ел.
424 04. ел.
440 04. ел.

480 04. ел.
504 04. ел.

536 04.ел.

576 04. ел.
595 ел.
615 ел.
639 04. ел.
651 04. СЛ.
670 04. ел.
678 04. ел.
741 04. ел.
656 04. СЛ.

787 04. с.
818 ел.
842 ел.
865 04. ел.

899 04. ел.
934 04. ел.
945 04. ел.
961 04. СЛ.
968 04. ел.

995 ел.

1037 04. ел.
1052 04. ел.
1078 04. ел.
1097 04. ел.

1127 04. ел.
1146 04. ел.

115ΐ оч. ел.
1202 ел.
1220 ер.
1246 с.

1287 ср.

1298 ср.

дезоксицитидин-5' -
фосфат

302 04. СЛ.

399 сл.
420 04. сл.
440 04. сл.

496 04. сл.
512 04. сл.

532 сл.
540 04. сл.

583 сл.

623 сл.

655 04. сл.

729 04. сл.
756 04. сл.
795 04. сл.

811 04. с.

857 04. сл.
884 04. сл.

926 04. сл.

968 04. сл.
995 04. сл.
1018 04. сл.
1037 04. сл.
1063 сл.

1135 04. сл.
1149 04. сл.

1164 сл.
1198 04. сл.
1213 04. сл.

1265 с.
1284 04. сл.

поли-Ц (тверд.
сост.)

241 04. сл.

556 сл.

623 04. СЛ.

721 04. сл.
780 04. сл.

849 сл.

987 ср.

1097 ср.

1198 ср.

1243 04. с.

1287 с.

Отнесение

ЦИТОЗИН

цитоэин

NH
2
Beep.

пульсируют**

кол. цикла

ЦИТОЗИН

С — 0 вал.
С — 0 вал.

СН маятник

одинарная

связь в цикле

одинарная
связь в цикле
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цитозин

1366

1415

1465
1500
1540
1575
1635
1660

ЦИТИДЦН

1310

1370

1400
1438

1498
1532
1600
1635
1665

Частота, см

дезоксицитидин
(тверд, сост.)

1375 ел.

1422 04.ел.

1451 04. ел.
1473 ел.

1524 ел.
1592 ол.
1631 ел.
1670 оч. ел.

- 1

дезоксицитидин-5-
фосфат

1324 04. ел.
1353 04. ел.
1386 оч. ел.

1437 ел.

1488 04. ел.
1506 04. ел.
1549 ел.
1592 оч. ел.
1645 ел.
1681 оч, ел.
1720 оч. ел.

ТАБЛИЦА

поли-Ц (тверд.
сост.)

1364 СЛ.

1448 сл.

1524 ср.
1606 сл.
1645 оч. сл.

13 (продолжение)

Отнесение

одинарная
связь в цикле

C=N вал.
С=С вал.
С2=О вал.

При нагревании водного раствора поли-Ц от 30 до 80° С линии при
790, 1256 и 1547 см~1 проявляют гипохромный эффект10, (рис. 16), ука-
зывающий на разупорядочивание структуры при возрастании темпе-
ратуры.

f I I I I I V ! I I I I Π Γ Ι 1 I ' T l I I I I j Τ Ι Ι Ι Τ Τ Τ Τ Τ Ί I I I I I I I I I ] Ι Ι Ι Ι Π 1 Ι Ι Γ Τ Γ Ί Ι Ι Γ Τ

3: * S b

Рис. 16. Спектр КР полицитидиловой кислоты (1,5%)
при 30 (а) и Ш (б)

3. Полигуаниловая кислота {поли-Г)

Спектр КР поли-Г изображен на рис. 1728. Частоты колебаний сопо-
ставлены с соответствующими частотами гуанозинмонофосфата (ГМФ)
в табл. 14 "'. При переходе от мономера к полимеру значительно смеща-
ются линии при 683, 855, 1091, 1409 и 1478 слт1".
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ТАБЛИЦА U

Спектры КР поли-Г и ее производных

Частота, см~1

поли-Г, №+
( д . сост.) ГМФ-5' Nat

(тверд, сост.)
ГМФ-3' (тверд,

ссст.)
2'-д ГМФ-5

(тверд, сост.)
2-д ГДФ-5
(раствор)

дезоксигуанин
(тверд, сост.)

1839 04. СЛ.
1723 оч. сл.
1702 оч. сл.

1578 с.

1470 оч. с.

1419 ср.

1360 ср.
1327 с.

1179 сл.

1093 ср.

888 сл.

818 оч.сл.
780 оч. сл.
717 сл.
686 ср.

583 сл.

504 сл.

1720

1677 сл.
1620 сл.
1574 ср.
1545 оч. сл.
1499 оч. с.
1466 ср.
1422 ср.
1412 ср.
1371 с.

1331 с.
1265 сл.
1179 ср.
1149 ср.
1131 оч. сл.
1101 ср.
1067 ср.
1014 сл.
980 сл.
899 оч. сл.
869 оч. сл.
830 сл.

787 сл.

694 оч. сл.
682 сл.
591 оч. сл.
579 оч. сл.
504 оч. сл.
460 оч. сл.
395 сл.
375 сл.

1684 ср.

1585 оч. с.
1538 оч. сл.
1488 ср.

1426 ср.

1364 оч. с.

1287 ср.
1176 оч.сл.

1086 оч.сл.

1021 оч. сл.

980 оч. сл.

869 оч. сл.

784 оч. сл.

686 сл.

1578с.
1527 оч.сл
1480 оч. с.

1415 ср.

1353 с.
1327 с.

1179 сл.

1104 ср.

857 сл.

787 оч. сл.

690 с.

583 сл.

504 сл.

1638 ср.
1578 с.
1538 сл.
1488 оч. с.

1415 ср.

1360 с.
1327 с.
1268 сл.
1176 сл.

1082 сл.

1025 сл.

682 ср.

500 сл.

1695

1585
1538
1495

1419

1364
1353
1335

1183

1093
1071

876

694

595

При охлаждении растворов гуанозин-З'-монофосфата или гуанозин-
5'-монофосфата с рН 5 образуется спираль из правильных плоских тет-
рамеров, расположенных стопкой друг над другом, с направленными в
сторону растворителя остатками рибозы и фосфатными группами.
В спектре КР такой структуры для 3 -изомера наблюдается сильный ги-
похромный эффект для колебаний цикла гуанина с частотами 1325, 1370,
1490 и 1580 см~\ который является результатом «стэйкинг»-взаимодей-
ствия14. В спектре КР 5'-изомера появляются новые линии при 620 и
814 еж-1.

Поли-Г в разбавленном растворе имеет высоко упорядоченную устой-
чивую структуру, которая не плавится при температуре ниже 100° С.
Сравнение спектра поли-Г со спектром гуанозинмонофосфата, не участ-
вующего в «стэйкинг»-взаимодействии, показывает, что в спектре поли-Г
линии, соответствующие колебаниям цикла гуанина, имеют пониженную
интенсивность14. При повышении температуры до 90° С наблюдались
незначительные изменения в интенсивности линий. Аналогично измене-
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1406

1331

112

1611

woo 1200 S00 400см' то 1W0 100 см'1

Рис. 17 Рис. 18

Рис. 17. Спектр КР водного раствора натриевой соли полигауниловой кислоты, рН 7,0

Рис. 18. Спектр КР полиуридиловой кислоты

ниям в спектре гуанозин-5'-монофосфата при плавлении некоторые ли-
нии в спектре КР смещаются. Линия при 819 см.-1- обусловлена колеба-
ниями фосфата. Предполагается также, что линии в области 670—
690 см~1 конформационно чувствительны. В спектре КР родственного по-
лимера поли-А20 интенсивность линии при 722 см~* возрастает при уве-
личении температуры.

4. Полиуридиловая кислота (поли-У)

Спектр КР поли-У изображен на рис. 18 23, частоты колебаний сопо-
ставлены с соответствующими частотами в спектре уридинмонофосфата
(2', 3') в табл. 15, видно, что многие частоты колебаний цикла в спект-
рах мономера и полимера совпадают19. При переходе от мономера к по-
лимеру некоторые линии смещаются. Так, линия при 785 см~1 в спектре
КР мономера смещается до 777—780 см~1. в спектре полимера. Интерес-
но, что степень деполяризации линии 1233 см~1 мономера изменяется от
0,51 до 0,24.

При нагревании водного раствора поли-У от 20 до 80° С гипохромный
эффект в спектре КР не наблюдается 10. Этого надо было ожидать, по-
скольку при нагревании поли-У не претерпевает конформационных из-
менений. Однако в присутствии Mg2 + в спектре КР наблюдается гипо-
хромный эффект для линий при 791, 1236. и 1403 см~1. По мере прибли-

ТАБЛИЦА 15

Спектры КР урадинмонофосфата (2', 3') и поли-У

Частота,

УМФ (2', 3')

533 (1) *
577 (0)
644 (0)
785(6) [0,1]**
878 (1)

см-1

поли-У

549 (1)
573 (0)
632 (0)
777(7) [0,1]

Частота,

УМФ (2', 3')

983(3) [0,7]
1233(10) [0,5]
1292(0)
1402(2) [0,5]
1629 (2)

см-'

поли-У

1233(10) [0,2]

1384 (3)
1625 (3)

* Интенсивность по отношению к полосе 1233 см~1, для которой интенсивность приня-
та за 10.

** Степень деполяризации.
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жения к температуре перехода структура поли-У сохраняется, а затем
внезапно претерпевает конформационное изменение, достигая постоян-
ной степени разупорядоченности 10.

5. Сополимер с чередующимися дезоксиаденозином и
дезокситимидином (поли- (дАТ))

Спектры КР поли-(дАТ) синтетической ДНК, включающей чередую-
щиеся остатки дезоксиаденозина и дезокситимидина, были изучены
выше и ниже их кооперативного температурного перехода14. При обра-
зовании спирали линии при 733, 1306 и 1485 см~1, отвечающие колеба-
ниям цикла аденина, показывают гипохромный эффект. Заметим, что
рассматриваемые линии отличаются по частоте от линий аденина в спек-
тре КР поли-А. Это различие скорее отражает «стзйкинг»-взаимодейст-
вие аденина с соседними циклами тимина, чем с другими циклами аде-
нина. Линии тимина, показывающие гипохромный эффект в спектре КР,
проявляются при 1186 и 1242 см~^.

В. Спиральные комплексы синтетических полинуклеотидов

1. Поли-(А + У)

Поли-Α и поли-У образуют двойную спираль, которая претерпевает
переход при 57°С в 2%-ном растворе в нейтральной среде. Спектр КР
этого спирального комплекса изображен на рис. 1923. Спектры КР из-
учались при температурах выше и ниже точки плавления 14. При образо-
вании спирального комплекса поли-А (А+У) линии аденина при 730,

167V

nog

Рис. 19

w «и

-ι 1600 mo sot mm'1

Рис. 20

421

Рис. 19. Спектр КР комплекса поли-(А+У)

Рис. 20. Спектр КР комплекса поли-(А+2У)

Рис. 21. Спектр КР комплекса поли-(Г+Ц)

Шсм -i



Спектроскопия комбинационного рассеяния биологических молекул 1501

1300 и 1500 см~1 уменьшаются по интенсивности. Однако уменьшение ин-
тенсивности линии при 1510 см~1 не такое сильное, как в спектрах КР
растворов одноцепочечной поли-А. Гипохромный эффект наблюдается и
для линий урацила при 781, 1236 и 1403 см~^ в спектре комплекса поли-
(А+У). Частоты, указывающие на отсутствие «стэйкинг»-взаимодейст-
вий, различны для аденина и урацила в комплексе, и при увеличении
температуры можно проследить за поведением каждого из них. В спек-
тре поли-(А+У) наблюдается сильно поляризованная линия при
£14 см~\ которая отнесена к симметричному валентному колебанию
фосфодиэфирной связи. Эта линия может возникать при особой конфор-
мации сахар-фосфатного скелета, и Смолл и Петиколас u предположили
гош-гош. конфигурацию связи R—О—Ρ—О—R. В области валентных ко-
лебаний групп С = О двойная спираль имеет одну линию при 1681 см~\
которая исчезает при плавлении. Одновременно появляются две новые
линии при 1698 и 1660 см~1. Эти линии, вероятно, отвечают валентным
колебаниям групп С = О во 2-м и 4-м положениях в урациле. Появление
линии при 1660 см~1 указывает на разрушение водородных связей меж-
ду основаниями двойной спирали.

2. Поли{А+2У)

Поли-(А+2У)—комплекс, представляющий собой тройную спираль
и образующийся из раствора поли-А и поли-У в отношении 1:2 при кон-
центрации MgCl2 0,01 Μ. Спектр КР этого комплекса, изображенный на
рис. 20, менее четкий, чем спектр КР поли-А — поли-У, но линии при 1473
и 1426 см~1, обусловленные колебаниями аденина, обозначены так же
хорошо, как и линии уранила при 1674, 1635 и 1390 см~\ Небольшие раз-
личия в частотах в сравнении со спектром КР двойной спирали могут
являться следствием различия в образовании водородных связей в трой-
ной спирали.

3. Поли-

Устойчивый комплекс поли-(Г + Ц) состава 1 : 1 образуется, когда по-
ли-Г взаимодействует в водном растворе с поли-Ц. Спектр КР этого ком-
плекса в двухспиральной конформации изображен на рис. 21, а частоты
колебаний приведены в табл. 16э. Наблюдаемые частоты в спектре КР
комплекса в значительной степени совпадают с частотами в спектрах КР
его составляющих полинуклеотидных цепей. Незначительное смещение
некоторых линий в спектре комплекса может быть вызвано образовани-
ем водородных связей. Более высокие интенсивности линий при 1649 и
1635 см~1 в спектре поли-(Г + Ц) могут отражать более высокую степень
разупорядочивания или уменьшение «стэйкинг»-взаимодействия основа-
ний в комплексе в сравнении с полинуклеотидами.

Г. Дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК)

Были описаны спектры КР ДНК из тимуса теленка в твердом состоя-
нии, в гелях в Н2О и D2O

 2 \ а также в разбавленных растворах14.
Кроме того, были изучены спектры КР ДНК из спермы лосося в твер-

дом состоянии, в гелях в Н2О и D2O, в геле в Н2О в зависимости от рН 2 \
Частоты колебаний в спектре ДНК из тимуса теленка и их отнесения
приведены в табл. 17 23. Были идентифицированы характеристические ча-
стоты циклов оснований. Спектр ДНК не является простым наложением
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спектров оснований. Различия между спектрами двух дезоксирибону-
клеиновых кислот (за исключением области 1650—1700 см-1), а также
изменения в спектрах КР при переходе от твердого состояния к гелю,
относительно небольшие. Соотношение интенсивностей линий при 786 и

ТАБЛИЦА 16

Спектры КР комплекса поли-(Г+Ц)

Частота, см*1

поли-Г, Na+ (раствор)

359 оч. ел.
379 оч. ел.

440 04. ел.

508 ел.
587 ел.

643 04. ел.

682 ср.
709 ел.

784 ел.
818 ел.
861 ел.

1025 ел.

1093 ср.

1179 ел.

1239 ел.
1257 ел.

1331 с.
1364 с.
1408 ел.

1480 оч. с.
1545 оч. ел.
1538 с.

1631 ел.

1720 оч. ел.

поли-П, К+ (раствор)

359 04. ел.
379 04. ел.
428 ср.

460 оч. ел.
496 ср.

599 ел.
627 ел.
662 ел.
686 оч. ел.
717 оч. ел.
733 ел.
787 оч. с.
811 с.

922 ел.
991 ел.

1048 оч. ел.
1101 ср.
1161 оч. ел.

1198 ел.
1228 оч ел.
1254 04. с.
1294 ср.

1368 оч. ел.
1408 оч. ел.
1459 оч. ел.

1527 ср.

1613 ср.

1657 оч. ел.

поли

428

579
607

729
787

811
867
915
999

1056

1101

1191

1254
1298
1338

1397

1535

1635
1649
1688
1786

-(Г+Ц), (раствор)

ср.

04. СЛ.

04. СЛ.

ОЧ. СЛ.

СЛ.

СЛ.

С4. СЛ.

04. СЛ.

ОЧ. СЛ.

ОЧ. СЛ.

СЛ.

ОЧ. СЛ.

ср.
ср.
СЛ.

СЛ.

ср.

оч. с.
04. С.

с.
04. СЛ.

800 см~1 при переходе от твердого состояния к гелю в Н2О меняется на
обратное24. Тобин считает, что линия при 1090 см-1 характерна для спи-
рали ДНК". Петиколас предположил, что уменьшение интенсивности
многих линий, отвечающих колебаниям циклов в спектре ДНК, служит
признаком их более упорядоченного расположения «в стопку», чем в
более разупорядоченных полирибонуклеотидах. В спектре КР ДНК на-
блюдается не зависящая от температуры линия при 795 см~1 (соответ-
ствующая линии при 814 см~* в спектре РНК), и на этом основании
Смолл и Петиколас заключили, что изменения, которые появляются в
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ТАБЛИЦА 17
Спектры КР ДНК из тимуса теленка

Частота, см~'

раствор HjO

672
683
730
752

787

835

895
917
975

1017
1058
1094
1144
1180
1214
1226
1242
1259
1304
1320
1340
1378
1423
1448
1462
1491

1514
1534
1580

раствор DiO

500
567
662
685
725
743
774

838
О / А

897
921
977

1000
1015
1053
1095

1307

1351
1382
1424
1449
1465
1486
1504
1524

1580
4fi94ΙΌύί

1672

Отнесение

дезоксирибозо-фосфат
дезоксирибоза
тимин
гуанин
аденин
тимин
цитозин, тимин
О—Р—О диэфир, сим. вал., пере-
крывается полосами цитозина и
тимина
О—Ρ—О диэфир сим. вал.
дезоксирибозо-фосфат

дезоксирибоза
дезоксирибоза
дезоксирибоза
С—О вал.
С—О вал.
О—Р—О" сим. вал.
дезоксирибозо-фосфат
внешнее основание, С—N вал.
тимин
аденин
тимин
цитозин, аденин
аденин
гуанин
аденин
тимин, аденин, гуанин
аденин, гуанин
дезоксирибоза
дезоксирибоза
гуанин, аденин
аденин
аденин
гуанин, цитозин
гуанин, аденин

С = О вал.

основной цепи дезоксиспиралей при переходе от упорядоченной формы
к неупорядоченной, отличаются от аналогичных изменений для рибону-
клеиновых кислот.

Д. Рибонуклеиновая кислота (РНК)

Спектры КР РНК из Escherichia coli, полученные для растворв в Н2О
и D2O

 10, изображены на рис. 22, а частоты колебаний и их отнесение
приведены в табл. 18. Спектр КР РНК также не является результатом
простого наложения спектров КР мононуклеотидов. Изменяется интен-
сивность некоторых линий при возрастании ионной силы, в частности,
линии при 814 см.-1. Эта частота была отнесена к колебаниям связи
R—О—Ρ—О—R, гош-гош-конфигурации, и увеличение интенсивности
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1900 1500

1900 1500 1000

Рис. 22. Спектры КР РНК в Н 2 0 (а) и D 2 0 (б)

500 200
ли"/

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1100 1500
1

200 300 100 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1100 1500

Рис. 23. Спектры КР D-глюкозы в растворе: а) Н2О, б) D2O
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ТАБЛИЦА 18

Частота,

раствор Н г О

435

500
580
635
670
710
725

786

814

867
918

975

1003
1049

1100

1185

1243
1255
1300

1320
1340

1380

1422
1460
1484
1510
1527

1575
1620
1650

1692

Спектрь

см.-'

раствор DjO

498
560
625
668
705
718
755
780

814

860
915

990

1045

1090
1100
1140
1185
1235

1257

1310
1318
1345
1370

1390

1460
1480
1503
1526
1560
1578
1622

1658
1688

ι ΚΡ водных растворов РНК

Отнесение

нуклеотид

У . Ц Ϊ

А, У, Г, Ц
(А), У, Ц J
Г
Ц
А

У . Ц

фосф. гр.

А, У, Г, Ц
остаток сахара
фосф. гр.
остаток сахара
фосф. гр.
остаток сахара
фосф. гр.
Д V ТТ
остаток сахара
фосф. гр.

фосф. гр.
Д
А, У, Г, Ц
А.Ц
У . Ц
А . Ц
Ц
А, У, Ц
А, Г
У
А, Г
А, У, Г
У
А, Г \
У . Ц /
(А), Г
Ц
(А),Ц
У
А, Г

)

1

вероятная интерпретация

непл. деф. кол. цикла;
С = О деф.

вал. кол. кольца

вал. кол. кольца

ч вал. кол. кольца

\р сим. вал. кол.

' вал. кол. кольца

С—О вал.

С—О вал.

р{ сим. вал.

цикл, внешнее С—N вал.

вал. кол. кольца
вал. кол. кольца
вал. кол. кольца
вал. кол. кольца
вал. кол. кольца
вал. кол. кольца

вал. кол. кольца
СН деф.
вал. кол. кольца

вал. кол. кольца

вал. кол. кольца
вал. колеб. двойной
связи спаренных и неспаренных
оснований, главным образом
С—О вал.

рассматриваемой линии отражает изменения в этой части молекулы .
Изменения интенсивностей линий наблюдаются также и в области коле-
баний двойных связей 1750—1450 см~1. Линия при 1688 смг1 возрастает,
а линия при 1660 CM~i уменьшается по интенсивности. Эти изменения ин-
терпретируются, как результат спаривания оснований аденин—урацил
и гуанин — цитозин при уменьшении неспаренных оснований10.

Частоты спектра КР дрожжевой ί-ΡΗΚ 14 приведены в табл. 19. Кри-
вая плавления ί-ΡΗΚ наблюдалась по изменению интенсивности линии

11 Успехи химии, № 8
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ТАБЛИЦА 19

Спектры дрожжевой t-PHK

Частота, смг1

раствор НгО

368
427
507

581
601
633
670
727
759
786
814

869
917
977

1000
1049
1101
1132

1160
1180
1240
1253
1299
1323
1340
1374
1419
1466
1485

1512
1534
1576

раствор DjO

495
548
571

664
666
71S
753
777
812
841

913
981
994

1042
1101
1140

1254
1303
1313
1344
1370

1478
1503
1524

1578
1620
1655
1684

Отнесение

рибоза
рибозо-фосфат
рибоза

рибоза

гуанин
аденин

цичозин, урацил
О—Р—О диэфир, сим. вал.
рибозо-фосфат

»
»
»

С—О вал.
О—Р—О сим. вал.
вал. кол. группы при 2'-положени1
рибозы
рибозо-фосфат
внешнее основание, С—N вал.
урацил
цитозин, аденин
аденин
гуанин
аденин
гуанин, аденин
гуанин, аденин
рибоза
гуанин, аденин

аденин
гуанин, цитозин
гуанин, аденин

С = О вал.

при 814 см~\ Полученная зависимость показывает, что процесс плавле-
ния ί-ΡΗΚ является некооперативным 14. По мнению Смолла и Петико-
ласа, из сравнения спектров ДНК и РНК следует, что гуанин в ДНК
испытывает значительно более сильное «стэйкинг»-взаимодействие, чем
в РНК. В частности, колебание цикла гуанина появляется при 670 см~1

в спектре КР РНК и при 683 см~1 — в спектре ДНК.

III. СПЕКТРЫ КР УГЛЕВОДОВ

А. Водные растворы углеводов

Спектры КР a-D-глюкозы *, мальтозы, целлобиозы и декстрана в рас*
творе Н2О и D2O приведены на рис. 23—2625. В этих спектрах имеются
некоторые особенности, которые необходимо отметить. Первая заклю-

* β-Ο-Глюкоза (в растворе НгО и D2O) также изучалась, но из-за мутаротации
в растворе ее спектры КР оказались подобными спектрам a-D-глюкозы.
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ТАБЛИЦА 20

Спектры КР углеводов в растворах

Частота,

D-глюкоза

1461 С.
1405 пл.

1373 с.
1349 ср. (пл)
1335 ср. (пл)
1328 пл.
1298 сл.
1278 ср.

1222 пл.
1206 сл.
1152 сл.

ИЗО оч. с.

1071 оч. с.

1041 сл.
1020 с.

913 с.
898 с.
859 пл.
847 с.
771 ср.
747 сл.

705 ср.
635 ср.

541 сл.

514 оч. с.
498 пл.

443 с.

423 с.
409 пл.
381 сл.

341 ср.

294 сл.
274 сл.

D-мальтоза

1458 с.
1407 пл.

1372 с.
1350 с.
1335 с. (пл.)
1325 пл.
1296 сл.
1271 ср.
1237 сл.

1157 пл.
1141 пл.
1127 оч с

1079 оч с.
1070 с.
1043 сл.
1022 с.

913 с.
896 пл.
861 пл.
846 с.
779 ср.
740 ср.
722 сл.
709 сл.
642 сл.

602 сл.
596 пл.
583 пл.

543 оч. с.
530 пл.
515 с.

459 с.

426 с.
405 пл.

337 с.
324 пл.
286 сл.

D-целлобиоза

1460 С.
1409 сл.

1375 с.
1350 с.
1342 сл.
1324 пл.
1301 пл
1264 ср.
1233 пл.

1197 сл.

1126 оч.

1080 оч.

1035 сл.
1022 ср.
990 пл.
915 пл.
890 с.
860 ср.
841 пл.
771 ср.

714 сл.

654 с.
620 сл.

572 с.
562 пл.

531 с.
5?2 с.

443 пл.
437 оч.
428 оч.

362 с.
343 пл.
320 пл.
291 сл.

(пл.)

с.

с.

с.
с.

декстран

1462 ср.

1386 пл.
1371 ср.
134Й с.
1337 с.

1300 сл.
1274 ср.
1229 сл.

1207 сл.
1153 пл.

1136 с.
1116 сл.
1084 с.
1066 сл.
1041 сл.
1022 ср.
955 сл.
917 с.

847 оч. с.
768 ср.

701 ср.
656 сл.
633 сл.

541 оч. с.

525 с.

409 с.
379 сл.

343 сл.

чается в сходстве спектров КР растворов этих четырех углеводов в обла-
сти 700—1500 см~\ Частоты колебаний, наблюдаемые в спектрах водных
растворов углеводов, приведены в табл. 20. Подобие спектров КР в об-
ласти 700—1500 см.-1 является весьма важным, так как может указывать
на аналогию в отношении колебаний в этой области, как в спектрах КР
целлюлозы, так и других полимеров D-глюкозы.

И*
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200 300 400 S00 600 700 800 900 1000 1100 1100 1300 1400 1500

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
см

-1

Рис. 24. Спектры КР мальтозы в растворе: а) Н2О, б) i.V

200 300 400 500 600 700 SOU 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

см4

200 300 400 500 600 700 500 900 1000 1100 1Ζ00 1300 1400 150С

см"1

Рис. 25. Спектры КР целлобиозы в растворе: в) Н2О, б) D2O



Спектроскопия комбинационного рассеяния биологических молекул 1509
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Рис. 26. Спектры КР декстрана в растворе: а) Н2О, б) D2O

Особенностью области спектра 700—1500 см-1 является также при-
сутствие линии при 847 см-1 в спектре раствора D-глюкозы. Эта линия
появляется при 846, 841 и 847 см-1 в спектрах растворов мальтозы, цел-
лобиозы и декстрана соответственно, причем в этих спектрах она силь-
ная, тогда как в спектре целлобиозы — слабая. Такое различие в интен-
сивности согласуется с различием в количестве α-конфигураций при
атоме С (1). D-Глюкоза существует ,в растворе, как а- и β-аномер в соот-
ношении 3 : 1 . D-мальтоза и декстран имеют α-конфигурацию гликозид-
ной связи. В отличие от них целлобиоза, в спектре КР которой линия
при 841 слг1 слабая, имеет β-конфигурацию при С(1). Следовательно,
линия в области 845 см-1 принадлежит колебанию α-аномера. Линия при
890 см-1 была отнесена к колебанию β-аномера. Данные автора по изуче-
нию спектров растворов не подтверждают такое отнесение. В спектре
целлобиозы, которая имеет β-конфигурацию связи при С(1), линия при
890 см-1 очень сильная. Однако в спектрах растворов глюкозы и
мальтозы также появляется сильная линия при 898 и 896 см~1 соответст-
венно. Вероятно, наблюдаемая линия в спектрах глюкозы и мальтозы
не имеет таких же структурных объяснений, как и в спектре целлобиозы;
тем не менее можно сделать вывод, что линия в области 890 см*1 в спек-
трах КР этих углеводов не является единственной характеристикой
β-конфигурации связи при атоме С(1).

В области ниже 700 см-1 каждый рассматриваемый углевод имеет
определенные особенности (см. спектры на рис. 23—26). Каждому со-
единению присущи характерные частоты и интенсивности наблюдаемых
линий. Поэтому данная область спектра КР может служить для иденти-
фикации молекул углеводов в растворе. Это является особенно ценным
ввиду трудностей, встречающихся при использовании метода ИК-спек-
троскопии в рассматриваемой области спектра, особенно для водных
растворов.
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ТАБЛИЦА 2/

Частота, смг1

a-D-глюкоза

1462 ср.
1433 ср.

1408 ел.
1375 ср.
1346 с.
1335 ср.

1298 ел.

1272 ср.

1224 ел.
1206 ср.

1153 ср.

1124 оч. с.
1115 с. (пл.)

1076 с.

1054 ср.

1022 ср.
988 ср.

914 с.

897 пл.

840 04. с.

779 ср.
743 04. ел.

704 04. ел.

648 ср.

601 ел.

:581 пл.

'554 ел.
542 оч. с.

495 пл.

β-Ο-глюкоза

1451

1419 пл.
1402 ел.
1370 с.
1Й50 с.
1342 пл.
1320 ел.
1309 ср.
1295 ел.
1?85 пл.
1267 с.
1257 пл.
1224 ел.
1206—ел.—

ср.
1185 оч. ел.
1153 ел.

ИЗО оч. с.
1119 оч. с.
1108 пл.
1089 оч. ел.

1050 с.

1027 ел.
1002 оч. с.
966 пл.
940 оч. ел.
914 пл.

902 с.
863 ел.
836 ел.

818 оч. ел.
787 ел.
739 ел.
715 ел.

680 оч. ел.

644 оч. ел.

630 оч. ел.
591 оч. ел.

569

522 оч. с.
494 оч.ел.
452 ср.

Спектры КР (

Отнесение

СН2 деф.

СН деф.

СОН деф.
СН деф.
СН деф.

СН деф.

СН2ОН

СН2 крут.
или маят.

С-О, С-С,
С—Η деф.
С—С
С—0, С—С

СОН деф.
СОН деф.
СН деф.

с_о, с—с
СН деф.
СОН деф.
СН2 маятн.

СОН деф.
СН деф.

С-О, С - С
СН2 веер.
а-С (1) конфи-
гурац.

х- и p-D-глюкозы

Основание для отнесения

деатерирование

СНц

СОН

СН2ОН

сн2

СН

с-он
сонСН

СН

сон
сн2

сонСН

СН2 (1)
а-С конфи-
гурац.

предшествующие
работы по угле-

водам

СН2 деф.

СН деф.

СН деф.

СН деф.

С—О, С—С

С-О, С - С

низк. частот.
кол. цикла
низк. частот.
кол. цикла
низк. частот.
кол. цикла

низк. частот.
кол. цикла

низк. часчот.
кол. цикла

предшествую-
щие работы
по эфирам

СН2 деф.

СН2 веер

СН деф.

С-О, С-С

С - С
С-О, С-С

С-О, С-С

СН2 маятн.

С-О, С-С
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ТАБЛИЦА 21 {продолжение)

Частота, см~*

a-D глюкоза β-D глюкоза
Отнесение

Основание для отнесения

дейтерирование
предшествующие
работы по угле-

водам

предшествую-
щие работы
по эфира м

441 ср.
425 ср.
405 оч. с.
397 ел.
364 ср.

303 оч. ел.
291 ср.
271 оч. ел.
255 оч. ел.
233 ср.

205 оч. ел.
177 оч. ел.

429 оч. с.
408 оч. с.

339 ел.

299 пл.
274 ел.
255 ср.

233 ел.

Отнесение многих колебаний можно провести с помощью метода О- и
D-изотопозамещения, позволяющего различать колебания групп СОН,
СН2 и цикла. Эти отнесения были использованы для расчета нормальных
колебаний a-D-глюкозы и приведены в табл. 212 в.

Б. Углеводы в твердом состоянии

Спектры КР амилозы, амилопектина, гликогена, декстрана и целлю-
лозы приведены на рис. 27—31, а частоты колебаний в табл. 22 27.

В области 700—1500 см~* спектры КР этих соединений очень сходны.
Это дает основание для использования спектров КР родственных
молекул при отнесениях частот в спектрах вышеперечисленных соеди-
нений. ; ,

При изучении углеводов в растворе появление линии при 847 см~1

объяснялось «-конфигурацией связи при атоме С(1). Эта частота в
спектрах КР углеводов в твердом состоянии также отнесена к колеба-
нию a-аномера. Рассматриваемая линия появляется при 850, 840, 850,

«00 SOU 600 7ΰβ SO0 900 ΙΰΰΟ 110й 1200 1300 Ш0 1505

см -1

Рис. 27. Спектр КР амилозы .(о^-спиральный V-комплекс)
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200 300 100 500 600 700 SOO 900 1000 1100 1200 1300 1100 1500
CM~*

Рис. 28. Спектр КР амилопектина

200 300 100 500 600 700 SO0 900 1000 1100 1200 1300 МО Щ
см-'

Рнс. 29. Спектр КР гликогена

Щ 300 Щ S00 600 700 S00 900 1000 1100 1200 1300 ШО1SOQ
см~1

Рис. 30. Спектр КР декстрана

840 и 844 смг1 в спектрах D-мальтозы, амилозы, амилопектина, гликоге-
на и декстрана соответственно. Все эти углеводы имеют α-конфигура-
цию связи при атоме С(1) и в их спектрах проявляется линия в области
840—850 см~1 с интенсивностью, изменяющейся от средней до сильной.
В слектре КР целлобиозы линия при 840 см~1 слабая, а в спектре цел-
люлозы в этой области линия ,не появляется. Оба этих соединения име-
ют β-конфигурацию связи при атоме С (1).
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ТАБЛИЦА 22

Спектры КР амилозы, амилопектина, гликогена, декстрана и целлюлозы

Частота, смг1

амилопектин декстран целлюлоза
Отнесение

1458 ср.

1394 пл.
1377 ср.

1349 пл.
1335 с.

1294 ел.

1267 ср.
1252 ср.
1224 оч. ел.
1206 ел.
1152 пл.

1127 с.
1112 с. (пл.)

1080 с.

1050
1034 ел.

944 ср.
925

901 ср.
855 ср.
840

783

755

700 ел.

660
648

591
568 ср.

524 ел.

481
436 ел.
402 ел.

1458 с.

1393 ел.
1379 с.

1349 пл.
1338 с.

1294 ел.

1264 ср.

1198 ел.
1153 пл.

1119 с.

1097 с.
1082 с.

1050 ср.

998 ел.

940 с.

921 ср. (пл.)|

905 пл.
863 ср.
850 ср. (пл.)1

762 ср.

715 ср.

672 ел.

605 ел.

573 ср.

517 ел.

477 оч. с.
441 ср.
405 ел.

352 ср.

1456 с.

1397 ел.
1382 с.

1350 пл.
1338 с. (пл.)
1326 с.
1293 ел.

1261 ср.

1200 ел.
1154 пл.

1122 с.

1097 с. (пл.)
1084 с.

1047 ср.

998 ел.

940 с.

907 пл.
848 ср.
840

801 ел.

768 ел.

714 ел.

678 ел.

605 ел.

570 ср.

514 ел.

476 с.
440 ср.
402 ел.

354 ср.

1462 с.

1408 ел.

1365 с. (пл.)
1342 с.

1272 ср.

1213 ел.
1150 пл.

ИЗО с.

1081 с.

1057 ел.

996 ел.

953 ел.

921 с.

896 пл.
863 пл.
844 с.

753 ср.

699 ср.

656

624

577 ел.
538

506 ел.

445 ел.
406 с.

367 оч. с.

1479 ср.
1454 ср.
1432 ел.
1407 ср.
1377 оч. с.

1359 пл.
1337 с.
1319 пл.
1293 ср.
1277 ср.

1249 оч. ел.
1234 оч. ел.
1204 ел.
1152 с.

1122 с.
1109 с. (пл.)
1096 оч. с.
1071 с. (пл.)

1057 с.
1035 ср.
997 ср.
971 ср.

910 ср.

826 ел.

726 ср.

674 ел.

639 ср.

611 ср.

568 ср.

524 с.
508 пл.

438 оч. с.

394 с.
378 с.

СОН деф.
СН2 деф.

СН деф.

СОН деф.
СН деф.

СН деф.
СН2ОН
СН„ОН

СН деф.
С-О, С-С,.
СН деф.
С-С

СОН деф.
СН деф.
С—О, С-С
СОН деф.
СН2

СОН деф
СН деф.

С—О, С—С,
С—Η деф. а-
конфигурация.

С—О—С с
β-конфигур.
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амилоза амилопектин

307 ср.

246

Частота, см~'

гликоген

329 СЛ.

242

декстран

299

252
211

ТАБЛИЦА

целлюлоза

346 ср.

330 ср.
303
277

22 (продолжение)

Отнесение

С-О-С с

β-конфигур.

В спектре КР D-целлобиозы имеется интенсивная линия при 891 см~\
а в спектре целлюлозы — при 910 см~\ Сильная линия при 902 см.-1 по-
является также в спектре ιβ-Ο-мальтозы и может быть связана с D-KOH-
•фигурацией связи при аномерном асимметрическом атоме углерода в
ji-D-мальтозе. Однако в спектрах КР амилозы, амилопектина, гликогена
и декстрана, имеющих α-конфигурацию связи, наблюдаются линии при
901, 905, 907 и 896 см~1 соответственно. Вероятно, эта линия в спектрах
КР амилозы, амилопектина, гликогена и декстрана не имеет таких же
структурных объяснений, как и в спектрах КР целлобирзы и целлюло-
зы, т. е. линия в области 890—900 см~1 в спектрах КР рассматриваемых
углеводов может быть связана не только с β-конфигурацией связи при
атоме С(1).

300 МО 500 600 70S 600 900 1000 1100 1200 1300 WOO 1500
см

Рис. 31. Спектр КР целлюлозы (Valonia ventricosa)

Хотя спектры в области ниже 700 сад-' очень богаты линиями, нель-
зя сделать однозначных отнесений колебаний. Тем не менее в области
ниже 700 см'1 каждый углевод характеризуется определенным набором
частот и интенсивностей. Такой же результат был получен и для угле-
водов в растворах. Принимая во внимание трудность изучения ИК-спек-
тров в этой области, для идентификации молекул могут служить спек-
тры КР.

Спектр· КР целлобиозы из клеточных стенок Valonia ventricosa изо-
бражен на рис. 312*. Анализ поляризационных ИК-спектров и спектров

К Р указывает на гош-трансконформацию боковой группы СН2ОН.
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ДОПОЛНЕНИЕ ПЕРЕВОДЧИКА

Настоящий обзор представляет собой в основном анализ работ, выполненных Ке-
ьигом до 1972 г. Несмотря на то, что не все представления автора являются бесспорны-
ми и в обзоре отсутствуют работы других авторов, а также работы, появившиеся пос-
ле 1972 г., мы не считаем целесообразным нарушать целостность обзора и предлагаем
•читателю дополнительную литературу, собранную по следующим разделам:

1. Аминокислоты Μ .
2. Пептиды и полипептиды 3°~35.
3. Белки 3 9- 4 8.
4. Углеводы «-50. .
5. Нуклеиновые кислоты и полинуклеотиды 51· 52.
6. Липиды и мембраны 5 3 - 5 6 .
7. Биологически активные комплексоны 57-«>.
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