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Изучены особенности взаимодействия стероидного гормона кортизола и его метаболита тетрагид-
рокортизола (ТГК) с двумя сывороточными белками человека – аполипопротеином А-I (апоА-I) и
альбумином (ЧСА). С помощью метода тушения флуоресценции триптофана установлено, что кон-
станта связывания гормонов с белками возрастает в ряду комплексов: апоА-I−ТГК < ЧСА−ТГК <
< апоА-I−кортизол < ЧСА−кортизол. Полученные результаты подтверждают существующие пред-
ставления о важной роли альбумина и апоА-I в транспорте активных форм стероидных гормонов.
Однако использование инфракрасной Фурье-спектроскопии выявило наиболее выраженные и раз-
нонаправленные изменения во вторичной структуре белков под влиянием неактивной формы гор-
мона – ТГК. При инкубации апоА-I в присутствии ТГК наблюдалось дозозависимое снижение со-
держания α-спиралей и увеличение содержания β-поворотов. В ЧСА под влиянием ТГК, напротив,
количество α-спиралей возрастало, а β-поворотов – снижалось. Подобные изменения обнаружены
в структуре апоА-I под влиянием кортизола. Вторичная структура ЧСА в присутствии кортизола не
изменялась. Предполагается, что конформационные изменения апоА-I под влиянием стероидных
гормонов могут приводить к изменению акцепторных и регуляторных свойств данного белка.
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ВВЕДЕНИЕ

Липопротеины высокой плотности (ЛПВП),
помимо участия в липидном обмене, оказывают
регуляторное влияние на функции клеток раз-
личных органов и тканей организма. Так, мито-
генное действие ЛПВП продемонстрировано на
культуре эндотелиальных [1], гладкомышечных
[2] и опухолевых клеток [3]. В культуре гладкомы-
шечных клеток ЛПВП усиливают клеточный
рост, индуцированный эпидермальным факто-
ром роста, фактором роста тромбоцитов и факто-
ром роста фибробластов [4].

Регуляторные эффекты ЛПВП связывают с на-
личием на поверхности липопротеиновой частицы
белкового компонента – аполипопротеина А-I

(апоА-I) [5]. АпоА-I – высококонсервативный бе-
лок, состоящий из амфипатических α-спиралей [6].
Резкое увеличение уровня экспрессии плацен-
тарного лактогена под влиянием апоА-I показано
на клетках трофобластов человека [7]. В макрофа-
гах апоА-I стимулирует синтез и секрецию про-
стагландина Е2 [8], а в первичной культуре клеток
костного мозга активирует пролиферацию проге-
ниторных клеток гранулоцитарного и моноцитар-
ного ростка [9]. Взаимодействие апоА-I с АТФ-за-
висимым кассетным транспортером (ABCA1) на
плазматической мембране фибробластов приводит
к активации внутриклеточных сигнальных путей,
включая Cdc42 [10].

Ранее нами было обнаружено, что апоА-I, вы-
деленный из плазмы крови человека, стимулиру-
ет биосинтез белка в культуре гепатоцитов. Его
стимулирующий эффект изменялся при взаимо-
действии со стероидными гормонами. Прединку-
бация апоА-I с кортизолом снижала стимулирую-
щий эффект апоА-I, в то время как восстановлен-
ная форма кортизола – тетрагидрокортизол
(ТГК) – усиливала эффект апоА-I [11]. Механизм

Сокращения: апоА-I – аполипопротеин А-I; ЛПВП – ли-
попротеины высокой плотности; НПВО – нарушенное
полное внутреннее отражение; НС – неупорядочные
структуры; ТГК – тетрагидрокортизол; ЧСА – сывороточ-
ный альбумин человека.
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обнаруженного явления остается неясным. Пред-
полагается, что апоА-I выполняет роль перенос-
чика гормонов в ядро клетки, где восстановлен-
ная форма гормона усиливает экспрессию генов с
последующей активацией биосинтеза белка [12].
Однако не исключено, что взаимодействие апоА-I
со стероидными гормонами, отличающимися по
своей структуре, может сопровождаться конфор-
мационными перестройками, приводящими к
изменению регуляторных свойств данного белка.

Цель данной работы – с помощью ИК-Фурье-
спектроскопии изучить особенности изменения
вторичной структуры апоА-I и сывороточного
альбумина человека (ЧСА) под влиянием корти-
зола и его метаболита ТГК.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ собственной флуоресценции белков ши-
роко используется для изучения механизмов связы-
вания различных лигандов с белками [13–16]. Из
трех флуоресцирующих аминокислот (трипто-

фан, тирозин, фенилаланин) наиболее выражен-
ной флуоресценцией в ультрафиолетовой обла-
сти спектра обладает триптофан, который обу-
словливает ~90% всей белковой флуоресценции.
Флуоресцентные свойства триптофана крайне
чувствительны к изменению его микроокруже-
ния. Поэтому комплексообразование с низкомо-
лекулярными лигандами и макромолекулами со-
провождается значительными изменениями
спектра флуоресценции белков [13, 14].

С использованием метода тушения (сниже-
ния) флуоресценции триптофана [13] нами было
исследовано взаимодействие стероидного гормо-
на кортизола и его восстановленной формы ТГК
с апоА-I. Для сравнения в аналогичных условиях
анализировали взаимодействие стероидных гор-
монов с ЧСА. Как известно, аминокислотная
цепь апоА-I (28 кДа) состоит из 234 остатков,
включая четыре триптофановых остатка [17].
ЧСА (66.4 кДа) представляет собой глобулярный
белок, состоящий из 585 а.о., включая один оста-
ток триптофана (Trp214) [18]. В работе использо-
вали коммерческий препарат ЧСА (Sigma, США).
Для выделения нативного апоА-I применяли ме-
тод делипидирования свежевыделенных ЛПВП с
помощью смеси бутанола и диизопропилового
эфира [19]. Данный способ, в отличие от широко
распространенного метода делипидирования
плазменных липопротеинов с помощью смеси
этанола и диэтилового эфира, позволяет избе-
жать денатурации белка и, следовательно, сохра-
нить в большей степени их исходную (нативную)
структуру. Как видно из рис. 1, используемый на-
ми метод позволяет получить гомогенный препа-
рат апоА-I, очищенный от остальных белков, со-
держащихся в исходной фракции ЛПВП.

Анализ спектральных свойств показал, что ис-
ходные спектры флуоресценции апоА-I и ЧСА
имеют максимумы при 336 и 333 нм соответствен-
но (рис. 2). При регистрации спектров в присут-
ствии возрастающих концентраций гормонов
максимум спектра флуоресценции апоА-I не из-
менялся, в то время как спектр флуоресценции
ЧСА сдвигался в коротковолновую область
(рис. 2). Наблюдаемое снижение интенсивности
флуоресценции белков в ответ на увеличение
концентрации гормонов свидетельствует о фор-
мировании комплексов гормон–белок, что со-
провождается конформационными изменениями
белка [20]. В нашем случае наибольшее снижение
флуоресценции триптофана обнаружено у обоих
белков под влиянием кортизола.

Расчет констант связывания (Кb) гормонов
проводили с помощью уравнения Штерна–
Фольмера: F0/F = 1 – Kb [Q]. Для определения Kb
измеряли интенсивность флуоресценции белка в
отсутствие (F0) и в присутствии (F) различных
концентраций [Q] кортизола или ТГК, но при по-

Рис. 1. Электрофоретический анализ в 10%-ном ПААГ
очищенного апоA-I и суммарной фракции ЛПВП,
выделенных из плазмы крови человека с помощью
изоплотностного ультрацентрифугирования в рас-
творе KBr. Дорожки: 1 – апоА-I; 2 – ЛПВП; 3 – мар-
кер масс белков (10–250 кДа).
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стоянной концентрации белка [13]. Прямолиней-
ная зависимость в координатах Штерна–Фоль-
мера указывает на существование в растворе од-
ного типа флуорофоров, одинаково доступных
для тушителя (рис. 3). На основании кривых ту-
шения флуоресценции триптофана были рассчи-
таны константы связывания кортизола с апоА-I и
ЧСА, которые составили (1.0 ± 0.1) × × 103 М–1 и
(2.0 ± 0.4) × 104 М–1 соответственно. В отличие от
кортизола, его восстановленная форма вызывала
менее выраженные изменения в спектрах обоих
белков. Константа связывания ТГК с апоА-I со-
ставила (3.1 ± 0.4) × 102 М–1, а с ЧСА – (8.2 ± 0.9)
× 102 М–1.

Различия, обнаруженные между влиянием
гормонов на спектральные характеристики бел-
ков, можно объяснить разной способностью гор-
монов проникать во внутренние области белков.
Незначительное снижение флуоресценции апоА-I
под влиянием ТГК, вероятно, связано с тушени-
ем остатков триптофана преимущественно на по-
верхности данного белка и отражает неспособ-
ность данной формы гормона проникать во
внутренние области белка. В целом полученные
результаты свидетельствуют о том, что констан-

та связывания гормонов с белками возрастает в
ряду комплексов: апоА-I−ТГК < ЧСА−ТГК <
< апоА-I−кортизол < ЧСА−кортизол. Получен-
ные результаты подтверждают существующие в
литературе представления о важной роли альбу-
мина [16] в транспорте активной формы стероид-
ного гормона кортизола.

Как известно, взаимодействие лиганда с бел-
ком может сопровождаться конформационными
изменениями последнего. Например, изменение
вторичной структуры ЧСА в сторону снижения
доли α-спиралей зарегистрировано при его взаи-
модействии с тестостероном [21], дексаметазо-
ном [19], прогестероном [22], тритерпеноидами
[23] и противоопухолевым препаратом цисплати-
ном [24]. Противоположные изменения в сторону
увеличения доли α-спиралей и β-слоев зареги-
стрировано при взаимодействии ЧСА с транс-рес-
вератролом [25]. Учитывая тот факт, что апоА-I
выполняет не только транспортные [5], но и важ-
ные регуляторные функции [9, 10], нами было ис-
следовано влияние кортизола и ТГК на вторич-
ную структуру апоА-I.

Анализ соотношения элементов вторичной
структуры белка проводили с помощью метода

Рис. 2. Влияние ТГК (а, в) и кортизола (б, г) на собственную триптофановую флуоресценцию апоА-I (0.1 мг/мл) и ЧСА
(0.1 мг/мл).
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ИК-Фурье-спектроскопии в области спектра
амид I (1600–1700 см–1). Данная область спектра –
наиболее информативна и чувствительна к изме-
нениям конформации полипептида за счет вкла-
да валентных колебаний связей C=O [26, 27]. При
анализе полосы амид I с помощью метода нару-
шенного полного внутреннего отражения (НПВО)
использовали следующие интервалы положения
пиков второй производной: α-спирали – от 1660
до 1649 см–1, β-слои – от 1695 до 1680 см–1 и 1637–
1614 см–1, β-повороты – от 1679 до 1675 см–1 и от
1674 до 1664 см–1, неупорядоченные структуры –
от 1648 до 1638 см–1 [25, 28].

Одно из ограничений данного метода – силь-
ное поглощение воды в области спектра амид I.
Использование тяжелой воды (D2О) вместо Н2О
позволяет предотвратить вклад растворителя в
спектр белка, однако не решает проблему полно-
стью, поскольку D2O может оказывать влияние
на нативную структуру белка [29]. В последние
годы получил широкое распространение метод
НПВО, позволяющий снизить до минимума вли-
яние растворителя на измерение спектра белков
[30]. Кроме того, современные приборы за счет
высокой чувствительности позволяют вычитать

вклад растворителя в спектр белка. Проведенное
нами сравнение спектров раствора ЧСА, приго-
товленного на D2O и H2O, не выявило значитель-
ных различий между этими образцами по соотно-
шению элементов вторичной структуры ЧСА
(табл. 1). Учитывая данный факт, все дальнейшие
исследования были проведены с водными раство-
рами белков, содержащими фосфатный буфер
(рН 7.4).

Согласно данным рентгеноструктурного ана-
лиза, вторичная структура ЧСА содержит α-спи-
рали (68.8%), β-слои (7.3%), β-повороты (2.1%) и
неупорядоченные структуры (21.8%) [31]. Однако
данные о соотношении элементов вторичной
структуры белков, полученные с помощью ИК-
спектроскопии, могут существенно отличаться от
этих значений. Так, количество α-спиралей в
структуре альбумина, по данным разных авторов,
колеблется от 47 до 70% [32]. Эти противоречия,
вероятно, связаны с особенностями используе-
мых в разных лабораториях методов регистрации
и анализа ИК-спектров. Кроме того, результаты
анализа вторичной структуры в значительной
степени зависят от исходной конформации ис-

Рис. 3. Графики Штерна–Фольмера для концентрационного тушения триптофановой флуоресценции апоА-I (а, б) и
ЧСА (в, г) добавлением различных концентраций кортизола (б, г) и ТГК (а, в). По оси ординат – отношение макси-
мальной флуоресценции белка в отсутствие лиганда [F0] к интенсивности флуоресценции белка после добавления ли-
ганда [F]. По оси абсцисс – концентрация лигандов [Q]. R – коэффициент корреляции Пирсона.
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пользуемых белков, концентрации и способа их
подготовки для анализа.

Проведенный нами анализ водного раствора
ЧСА (Sigma, США) с помощью ИК-Фурье-спек-
троскопии выявил следующее соотношение эле-
ментов вторичной структуры: α-спирали – 47 ± 2%,
β-слои – 21 ± 1%, β-повороты – 10 ± 2%, неупо-
рядоченные структуры – 22 ± 2% (табл. 2). По-
добная доля α-спиральных участков и неупорядо-
ченных структур обнаружена в структуре апоА-I.
Однако у апоА-I, по сравнению с ЧСА, содержа-
ние β-слоев было в 1.5 раза меньше, а β-поворо-
тов – в 2.1 раза больше (табл. 2).

Для изучения влияния гормонов на структуру
белков использовали аликвоты белков, приготов-
ленные на фосфатном буфере (рН 7.4). Раствор
белка (7.5 мг/мл) инкубировали в течение 30 мин
при комнатной температуре в присутствии стеро-
идных гормонов в конечной концентрации 5 ×
× 10–8, 5 × 10–7 и 5 × 10–6 М. Контрольные пробы
инкубировали параллельно в присутствии соот-
ветствующей концентрации растворителя. Для
количественного определения соотношения эле-
ментов вторичной структуры белка на алмазный
кристалл ИК-спектрометра наносили 20 мкл по-
лученной смеси и проводили запись ИК-спектра.

При инкубации апоА-I в присутствии 5 × 10–6 М
кортизола наблюдалось увеличение доли α-спи-

ралей на 8% (р < 0.05) и снижение доли β-поворо-
тов на 6% (р < 0.05) (табл. 2). ТГК, в отличие от
кортизола, вызывал в структуре апоА-I увеличе-
ние доли β-поворотов на 7% (р < 0.05) за счет
уменьшения доли α-спиральных участков на 9%
(р < 0.05) (табл. 3). При этом доля β-слоев и не-
упорядоченных структур в апоА-I практически не
изменялась под влиянием как кортизола, так и
ТГК. При инкубации ЧСА в присутствии 5 × 10–6 М
ТГК (табл. 3) наблюдалось увеличение доли α-спи-
ралей на 10% (р < 0.05) и снижение доли β-пово-
ротов на 5%. Однако не обнаружено статистиче-
ски значимых изменений в структуре ЧСА при
его инкубации в присутствии всех исследуемых
концентраций кортизола, а также в структуре
апоА-I в присутствии 5 × 10–8 и 5 × 10–7 М корти-
зола (табл. 2). Полученные результаты свидетель-
ствуют о разнонаправленных изменениях в
структуре апоА-I под влиянием кортизола и его
восстановленной формы – ТГК. Возрастание до-
ли α-спиральных участков характерно для ком-
плексов апоА-I–кортизол и ЧСА–ТГК, в то вре-
мя как снижение доли этих структур − только для
комплекса апоА-I–ТГК. Учитывая существую-
щие представления о механизмах образования вто-
ричной структуры белка [33], можно предположить,
что наблюдаемое увеличение доли β-структур в
апоА-I под действием ТГК приводит к функцио-
нальной стабилизации белка.

Таблица 1. Содержание элементов вторичной структуры ЧСА (7.5 мг/мл) в растворе дейтерия (D2О) и воды
(Н2О) по данным ИК-Фурье-спектроскопии

Растворитель
Соотношение элементов вторичной структуры ЧСА, %

α-спирали β-слои β-повороты неупорядоченные 
структуры

D2О 52 ± 3 16 ± 3 15 ± 2 17 ± 3
Н2О 48 ± 2 20 ± 3 12 ± 2 20 ± 3

Таблица 2. Влияние кортизола на содержание элементов вторичной структуры ЧСА и апоА-I по данным
ИК-Фурье-спектроскопии

* Статистически значимые различия по сравнению с соответствующим контролем (р < 0.05).

Элементы 
вторичной 

структуры белка

Содержание элементов вторичной структуры белка, %

ЧСА апоА-I

Концентрация кортизола, М Концентрация кортизола, М

0 
(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6 0 

(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6

α-Спирали 47 ± 2 49 ± 3 49 ± 2 50 ± 4 45 ± 2 50 ± 4 49 ± 2 53 ± 3*
β-Слои 21 ± 1 22 ± 2 20 ± 2 18 ± 3 14 ± 3 17 ± 2 14 ± 2 13 ± 3
β-Повороты 10 ± 2 11 ± 2 8 ± 4 13 ± 2 21 ± 3 21 ± 2 19 ± 3 15 ± 2*
Неупорядочен-
ные структуры

22 ± 2 18 ± 3 23 ± 2 19 ± 2 20 ± 3 12 ± 4 18 ± 1 19 ± 3
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Механизм взаимодействия исследованных на-
ми гормонов с апоА-I остается неизученным.
Предполагается, что связывание стероидных гор-
монов с белками происходит с участием водород-
ных связей между атомами белка и полярными
группами гормона, а также с помощью гидрофоб-
ных и гидрофильных связей [21].

Как видно из представленных на рис. 4 дан-
ных, наиболее выраженное влияние на область
амид I обоих белков оказывает ТГК. При этом его
влияние на структуру ЧСА имеет характер ком-
пактизации (увеличение доли α-спиралей), в то
время как на ароА-I − характер декомпактизации
(увеличение доли β-поворотов). Как известно,
β-повороты участвуют в формировании механиз-
мов молекулярного распознавания, белок-белко-
вых и белок-нуклеиновых взаимодействий [34].
Исследования, выполненные на моделях пепти-
дов с точечными аминокислотными заменами,
показали, что в процессе фолдинга и рефолдинга
β-повороты активно содействуют правильному
сворачиванию белка за счет сближения фланки-
рующих регионов аминокислотных участков бел-
ковой глобулы [35]. При удалении центрального
β-поворота белки теряют способность взаимо-
действовать с лигандом [36]. На долю β-поворо-
тов в поверхностном слое глобулярного белка мо-
жет приходиться до 30% [37]. АпоА-I относится к
белкам со средним уровнем глобулярности [38].
По данным ИК-Фурье-спектроскопии, в составе
апопротеинов липопротеинов высокой плотно-
сти содержится ~32% β-поворотов [28]. АпоА-I, в
отличие от альбумина, обладает большей липо-
фильностью и относительно высокой конформа-
ционной лабильностью [38].

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что апоА-I не вносит существенный вклад в
транспорт ТГК, но при его взаимодействии с
этим метаболитом внутриклеточно или в биоло-
гических жидкостях может происходить измене-

ние конформации апоА-I. Ранее нами было обна-
ружено, что взаимодействие ТГК с апоА-I усилива-
ет стимулирующий эффект апоА-I на биосинтез
белка в культуре гепатоцитов [11]. Можно предпо-
ложить, что появление гидроксильной группы в
кольце А в процессе биотрансформации кортизола
в ТГК оказывает значительное влияние на взаимо-
действие ТГК с аминокислотными остатками, что,
в свою очередь, приводит к изменению вторичной
структуры и регуляторных свойств апоА-I. Следу-
ет заметить, что биотрансформация кортизола в
ТГК, а также поглощение и ресекреция апоА-I в
окружающую микросреду наиболее активно про-
текают в одной и той же клетке – макрофаге.
Кроме того, макрофаги способны сами синтези-
ровать [39] и, вероятно, секретируют данный бе-
лок, обладающий важными регуляторными свой-
ствами [11].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы. В работе использовали ЧСА (код

А4327; Sigma, США), диизопропиловый эфир
(Sigma, США), кортизол (Serva, Германия), ТГК
(Research Plus Inc., США), ДМСО (Panreac, Испа-
ния). Остальные реактивы имели категорию
о.с.ч. или х.ч.

Выделение апоА-I. Липопротеины выделяли из
плазмы крови человека методом изоплотностно-
го ультрацентрифугирования в растворе KBr в
присутствии 3 мМ ЭДТА-Na2 на центрифуге Op-
tima L-90K (Beckman Coulter, США) с использо-
вание углового ротора 70.1 Ti при 105000 g [40].
Полученную фракцию ЛПВП диализовали про-
тив фосфатно-солевого буфера (PBS) при 4°С в
течение 24 ч. Для получения нативного апоА-I
проводили делипидирование ЛПВП в неденату-
рирующих условиях смесью бутанола и диизо-
пропилового эфира [17]. Очистку апоА-I осу-
ществляли методом высаливания сульфатом ам-

Таблица 3. Влияние ТГК на содержание элементов вторичной структуры ЧСА и апоА-I по данным ИК-Фурье-
спектроскопии

* Статистически значимые различия по сравнению с соответствующим контролем (р < 0.05).

Элементы 
вторичной 

структуры белка

Содержание элементов вторичной структуры белка, %

ЧСА апоА-I

Концентрация ТГК, М Концентрация ТГК, М

0 
(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6 0 

(контроль) 5 × 10–8 5 × 10–7 5 × 10–6

α-Спирали 48 ± 2 52 ± 3 51 ± 3 58 ± 3* 46 ± 2 40 ± 3 38 ± 3 37 ± 3*
β-Слои 20 ± 2 18 ± 4 21 ± 2 17 ± 3 16 ± 3 22 ± 3 24 ± 3 21 ± 2
β-Повороты 12 ± 2 13 ± 3 11 ± 3 7 ± 3* 20 ± 3 23 ± 2 24 ± 3 27 ± 2*
Неупорядочен-
ные структуры

20 ± 3 17 ± 3 17 ± 2 18 ± 2 18 ± 2 15 ± 4 14 ± 2 15 ± 3
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мония с последующим растворением белка в 6 М
мочевине и его ренатурацией с помощью диализа
против PBS (рН 7.4) в течение 24 ч [41]. Чистоту
выделенного апоА-I проверяли с помощью элек-
трофореза в ПААГ, используя набор белковых
маркеров, содержащих высокоочищенные ре-
комбинантные белки с молекулярной массой
10–250 кДа (СибЭнзим, Россия). Концентра-
цию белка определяли по методу Лоури, ис-
пользуя в качестве стандарта бычий сывороточ-
ный альбумин.

Флуоресцентный анализ. Константы связыва-
ния гормонов с апоА-I и ЧСА определяли мето-
дом тушения флуоресценции триптофана [13].
Для этой цели измеряли интенсивность флуорес-
ценции раствора белка в отсутствие и в присут-

ствии возрастающих концентраций гормонов,
выступающих в качестве тушителей флуоресцен-
ции. Титрование проводили в термостатируемой
(37°С) кварцевой кювете, содержащей 100 мкг
белка в 1 мл PBS (рН 7.4). После добавления каж-
дой аликвоты гормона к раствору белка содержи-
мое кюветы интенсивно перемешивали и прово-
дили измерение в течение 3 мин. Флуоресценцию
триптофановых остатков белка регистрировали
на спектрофлуориметре RF-5301 (Shimadzu, Япо-
ния) при длине волны возбуждения 280 нм и ис-
пускания (эмиссии) в диапазоне 300–500 нм.
Стоковые растворы гормонов готовили в смеси
спирта и ДМСО (в соотношении 1 : 1). Макси-
мальная концентрация растворителя в растворах,
содержащих белок и гормон, при проведении

Рис. 4. Разложение полосы амид I по гауссовым компонентам для апоА-I (а), ЧСА (г), а также их комплексов с 5 × 10–6 М
ТГК (б, д) и 5 × 10–6 М кортизолом (в, е). НС – неупорядоченные структуры.
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флуоресцентного анализа не превышала 5%.
Вклад растворителя без гормона в интенсивность
флуоресценции составлял не более 1.5% и не изме-
нялся в исследуемом диапазоне волн 300–500 нм.

Инфракрасная спектроскопия. Влияние гормо-
нов на вторичную структуру апоА-I и ЧСА иссле-
довали методом нарушенного полного внутрен-
него отражения (НПВО) [42] с использованием
приставки Smart Orbit на ИК-Фурье-спектромет-
ре Nicolet 6700 (Thermo Scientific, США). Для это-
го аликвоты белка (7.5 мг/мл) в PBS (рН 7.4) ин-
кубировали в течение 30 мин при комнатной тем-
пературе в отсутствие или в присутствии
стероидных гормонов в конечной концентрации
5 × 10–8, 5 × 10–7 и 5 × 10–6 М. Для количественно-
го определения соотношения элементов вторич-
ной структуры белка на алмазный кристалл при-
ставки Smart Orbit наносили 20 мкл смеси. Спек-
тры регистрировали по 7 раз в диапазоне частот
4000–900 см–1, 250 сканирований с разрешением
4 см–1. Оптические пути прибора постоянно про-
дували сухим воздухом для удаления паров воды.
После вычитания из спектра белка спектра буфе-
ра, содержащего соответствующую концентра-
цию гормона или растворителя, проводили раз-
ложение области спектра амид I в диапазоне длин
волн 1700–1600 см–1, используя методы Фурье-
деконволюции и второй производной [28]. Обра-
ботку спектров проводили с помощью програм-
мы OMNIC, поставляемой с прибором. Разложе-
ние спектров на индивидуальные полосы по
Гауссу выполняли с использованием программ-
ного обеспечения Origin 9.0 [43]. Исследования
проведены на оборудовании ЦКП “Спектромет-
рические измерения” НИИ биохимии, ФИЦ
фундаментальной и трансляционной медицины
(Новосибирск, Россия).

Статистический анализ. Результаты представ-
лены как среднее значение ± стандартное отклоне-
ние трех независимых экспериментов, выполнен-
ных в трех параллелях. Различия между выборками
оценивали с помощью непараметрического U-кри-
терия Манна–Уитни и считали статистически зна-
чимыми при р < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время получено много фактов,
свидетельствующих об участии апоА-I не только
в транспорте холестерина, но и в регуляции внут-
риклеточных сигнальных путей, с которыми свя-
заны его антиатерогенные, противовоспалитель-
ные и антиоксидантные свойства [10]. Ранее нами
было показало, что регуляторные эффекты апоА-I
зависят от конформационного состояния белка.
В данной работе было исследовано влияние био-
логически активного гормона кортизола и его неак-
тивного метаболита ТГК на вторичную структуру

апоА-I. Для сравнения в аналогичных условиях бы-
ло исследовано взаимодействие стероидных гор-
монов с ЧСА. С помощью метода тушения флуо-
ресценции триптофана установлено, что наибо-
лее высокую константу связывания имеют
комплексы ЧСА−кортизол и апоА-I−кортизол.
Полученные результаты подтверждают существу-
ющие представления о важной роли альбумина и
апоА-I в транспорте активных форм стероидных
гормонов. Однако использование ИК-Фурье-
спектроскопии выявило наиболее выраженные и
разнонаправленные изменения во вторичной
структуре белков под влиянием неактивной фор-
мы кортизола – ТГК. При инкубации апоА-I в
присутствии ТГК наблюдалось дозозависимое
снижение содержания α-спиралей и увеличение
содержания β-поворотов. В ЧСА под влиянием
ТГК, напротив, количество α-спиралей возраста-
ло, а β-поворотов – снижалось. Подобные изме-
нения обнаружены в структуре апоА-I под влия-
нием кортизола. Механизмы взаимодействия ис-
следованных нами гормонов с апоА-I остаются
неизученными. Однако можно предположить,
что конформационные изменения апоА-I, возни-
кающие в процессе образования комплексов
апоА-I со стероидными гормонами и их метабо-
литами, могут приводить к изменению акцептор-
ных и регуляторных свойств данного белка.
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Effects of Cortisol and Tetrahydrocortisol on the Secondary Structure 
of Apolipoprotein A-I as Measured by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
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The interaction of the steroid hormone cortisol and its metabolite tetrahydrocortisol (THC) with two serum
proteins – apolipoprotein A-I (apoA-I) and human serum albumin (HSA) was studied in aqueous solutions
at physiological pH. Using the tryptophan f luorescence quenching method, it was found that the binding
constant of hormones to proteins increases in the order: apoA-I−THC < HSA−THC < apoA-I−cortisol <
< HSA−cortisol. The results confirm the existing point of view that albumin and apoA-I play the important
role in the transport of active forms of steroid hormones. However, the use of Fourier transform infrared spec-
troscopy revealed the most pronounced and multidirectional changes in the secondary structure of proteins
under the influence of an inactive form of the hormone − THC. Upon incubation of apoA-I in the presence
of THC, a dose-dependent decrease in the content of α-helices and an increase in β-turns were observed. On
the contrary, in HSA incubated with THC, the number of α-helices increased, and β-turns decreased. Simi-
lar changes were found in the structure of apoA-I incubated with cortisol. The secondary structure of HSA
in the presence of cortisol did not change. It is assumed that conformational changes in apoA-I under the in-
fluence of steroid hormones can lead to a significant change in the acceptor and regulatory properties of the
protein.

Keywords: apolipoprotein A-I, albumin, cortisol, tetrahydrocortisol, protein conformation, Fourier transform
infrared spectroscopy


