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Объект исследования. Растворы бычьего сывороточного 
альбумина (БСА) и его агрегаты. Цель работы. Исследова-
ние структурных изменений молекул альбумина с помощью 
оптических и рентгеновских методик при их гликировании и 
термической денатурации, во время которых белок проходит 
через схожие интермедиаты. Исследование проведено для 
раствора БСА при рН 3 и рН 7.4. Использованные мето-

ды и подходы. Метод стационарной и время-разрешенной 
флуоресцентной спектроскопии, а также метод малоуглового 
рентгеновского рассеяния (МУРР). Основные результаты. 

Показано, что положение максимума и время затухания трип-
тофановой флуоресценции чувствительны к конформацион-
ным перестройкам белка при инкубации при 65°C при pH 7.4. 
Обнаружено, что при гликировании значительным образом 
растет доступность гидрофобных сайтов связывания зонда 
Нильский красный. В результате термической денатурации 
БСА при pH 3 изменений вышеуказанных параметров не на-
блюдалось, однако методом МУРР для данной системы была 
обнаружена агрегация белка уже при температуре 25°C. Даль-
нейшая инкубация образца при температуре 65°C не приводит 
к изменению параметров окружения триптофановых остатков 
в белке и появлению/увеличению доступности гидрофобных 
сайтов связывания. Показано, что, несмотря на схожие про-
межуточные состояния, которые проходят рассматриваемые 
системы, структурные перестройки белка различны для гли-
кированного и термически денатурированного/агрегирован-
ного альбумина.
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Введение

Гликирование белков, в частности, основного 
транспортного белка плазмы крови – альбуми-
на, является одним из центральных эффектов, 
лежащих в основе цепочки взаимосвязанных 
молекулярных процессов, сопутствующих раз-
личным социально значимым заболеваниям [1–3]. 
Функциональные свойства альбумина зависят 
от его конформации, нарушение которой может 
привести к потере им транспортных свойств [4]. 
В процессе гликирования происходит образование 
комплексов между свободными аминогруппами 
белка и глюкозой, при этом формируются конеч-
ные продукты гликирования. Данный процесс 
сопровождается необратимой структурной пере-
стройкой молекулы, что также может изменить 
функции белков [5]. В организме здоровых людей 
скорость данной реакции настолько мала, что её 
продукты успевают удаляться. Однако при боль-
ших концентрациях глюкозы у больных диабетом 
реакция значительно ускоряется, продукты нака-
пливаются и способны вызвать многочисленные 
нарушения функциональных свойств органов и 
тканей [6]. Более того, было показано, что у боль-
ных сахарным диабетом уровень гликированного 
альбумина увеличивается на 6–10% до 20–30% [7].

Наличие конечных продуктов гликирования 
в организме человека влечет за собой образова-
ние сшивок между белками с их последующей 
агрегацией [8]. В результате данного процесса 
возможно образование фибриллярных структур 
[9]. Фибриллы представляют собой нитевидные 
белковые агрегаты с продольными характерными 
размерами от сотен нанометров до микрометров 
[10], при этом они могут накапливаться в органах 
и тканях, приводя к их повреждению или дис-
функции [11].
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В связи с этим актуальным является ис-
следование биохимических и биофизических 
процессов, сопутствующих гликированию. С 
точки зрения биомедицины наиболее интересной 
задачей является развитие экспрессных методов 
индикации патологических процессов, связан-
ных с гликированием белков, для диагностики 
заболевания, в том числе на ранних его стадиях. 

Известно, что в результате действия различ-
ных внешних факторов может начаться процесс 
денатурации белков. Например, при значитель-
ном изменении pH среды при pH < 2 и pH > 11 
происходит заметное разворачивание молекулы 
[12]. Также широко изучена денатурация под дей-
ствием температуры [13] и в результате связыва-
ния молекулы белка с различными ингибиторами 
[14]. В работе [15] рассматривается вероятность 

конформационных перестроек альбумина на всех 
уровнях структурной организации белка при 
взаимодействии с поверхностью наноалмазов. 
Под действием различных внешних факторов с 
белками может происходить несколько разных 
процессов, в том числе агрегация [16], влекущая 
за собой образование токсичных высокомолеку-
лярных структур. Было показано, что формиро-
вание фибрилл возможно в результате различных 
цепочек молекулярных процессов [12, 16, 17]. 
При этом вторичная структура белков изменя-
ется принципиальным образом: увеличивается 
содержание β-структур, что является первым 
шагом для роста упорядоченных агрегатов [18]. 
Известно, например, что при pH 3 альбумин 
переходит в состояние расплавленной глобулы 
(рис. 1). 

Рис. 1. Схематическое представление образования фибрилл из нативного 
белка при гликировании и при его термической денатурации

Fig. 1. Scheme of the fi brils formation from native protein during glycation and 
thermal denaturation

При дальнейшей инкубации альбумина при 
65°C происходит процесс термической денату-
рации белка (см. рис. 1). Результатом данного 
процесса является образования фибрилл [19]. 
В рамках данного исследования была постав-
лена задача выявить особенности проявления 
конформационных изменений альбумина при 
гликировании и его термической денатурации 
методами флуоресцентной, абсорбционной 
спектроскопии и малоуглового рентгеновского 
рассеяния.  Данные два процесса (гликирование 
и термическая денатурация) сравнивались, так 
как имеют одинаковые стадии конформационных 
изменений белка (нативный белок, состояние 
расплавленной глобулы, фибриллы).

В качестве подзадачи ставилось сравнение 
термической денатурации при pH 3 и при pH 7. 
Это было сделано для исследования структурных 
изменений в системах, проходящих различные 
интермедиаты, и для выявления чувствительно-
сти используемых методик при детектировании 
состояния расплавленной глобулы.

Материалы и методы

Приготовление образцов
В работе использовались растворимый бы-

чий сывороточный альбумин (БСА, код A1887 в 
каталоге Sigma, Германия) и глюкоза. Для при-
готовления растворов применялась бидистилли-
рованная вода. 
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Образцы для экспериментов по гликиро-
ванию готовились следующим образом: в бу-
ферный раствор Tris-HCl («РЕНАМ», Россия) с 
pH 7.4 добавлялись белок БСА с концентрацией 
[БСА] = 5·10-6 М и глюкоза с концентрацией 
[Glu] = 50 мM. Также готовился образец сравне-
ния без глюкозы. Затем образцы фильтровались 
с помощью фильтров фирмы Millipore с разме-
ром пор 0.2 мкм. Образцы хранились в течение 
18 дней в термостате при температуре 37°С. Об-
разцы готовились при pH 7.4.

В работе также использовались флуорес-
центный зонд Нильский красный (код 298395 
из каталога Sigma, Германия) с концентрацией 
[NR] = 9·10-7 М и флуоресцентный зонд тиоф-
лавин T (ThT) (код T3516 из каталога Sigma, 
Германия) c концентрацией [ThT] = 2·10-6 M. 

Образцы для экспериментов по термической 
денатурации готовились следующим образом: 
использовалось два буферных раствора для при-
готовления образцов с pH 7.4 и 3 – буферный 
раствор Tris-HCl с концентрацией 50 мM (pH 7.4) 
и буферный ацетатный раствор с концентрацией 
50 мМ (pH 3) («AppliChem», Германия). В данные 
буферные растворы добавлялись белок БСА с 
концентрацией [БСА] = 5·10-6 М и зонд Нильский 
красный с концентрацией [NR] = 9·10-7 М. После 
этого образцы инкубировались при температуре 
65°С в течение 24 часов. При этом температура 
образцов контролировалась термопарой. 

Абсорбционная спектроскопия
Спектры поглощения были получены с по-

мощью спектрофотометра Lambda 25 («Perkin 
Elmer», США) с возможностью оптических из-
мерений в диапазоне 200–900 нм с разрешением 
0.5 нм. Ошибка измерения прибора составляла ме-
нее 0.5%. Измерения производились в кварцевой 
кювете с длиной оптического пути 1 см и объемом 
образца 4 мл при постоянном перемешивании.

Стационарная флуориметрия
Спектры флуоресценции были получены с 

использованием спектрофлуориметра FluoroMax-4 
фирмы Horiba Jobin-Yvon (Япония) с возмож-
ностью флуоресцентных измерений растворов 
в диапазоне 250–900 нм с разрешением 0.5 нм, 
источником излучения в данном приборе служит 
ксеноновая лампа мощностью 150 Вт. Ошибка из-
мерения прибора для одного образца составляла 
менее 0.5%. Измерения производились в кварцевой 
кювете с длиной оптического пути 1 см и объемом 
образца 4 мл при постоянном перемешивании.

Время-разрешенная флуоресцентная 
спектроскопия
Для измерения кинетики затухания флуорес-

ценции исследуемых растворов был использован 
несерийный флуориметр. Установка состояла из 
16-канального мульти-анодного ФЭУ (PML-16, 
«Becker & Hickl», Берлин, Германия). Полих-
роматор был оснащен  решеткой с разрешением 
600 делений/мм, таким образом спектральная 
ширина детектируемой полосы составляла 200 нм 
(разрешение 12.5 нм/канал). 

В качестве источника излучения исполь-
зовался импульсный светодиод («Edinburgh 
Instruments», UK) с длительностью импульсов 
700 пс, средней мощностью 0.8 мкВт, частотой 
повторения импульсов 10 МГц. Сбор данных для 
всех время-разрешенных флуоресцентных из-
мерений белка проводился в течение 30 с, чтобы 
получить оптимальный сигнал для процедуры 
деконволюции. Кривые затухания триптофано-
вой флуоресценции белка были получены с ис-
пользованием канала, соответствующего длине 
волны 355 нм.

Кинетика затухания флуоресценции бычьего 
альбумина описывалась биэкспоненциальным 
законом:

,                    (1)

где ai – предэкспоненциальный коэффициент, 
определяющий относительный вклад в кривую 
затухания компоненты с временем затухания τi, 
для которого верно соотношение

ai = 1.                         (2)

Среднее время жизни возбужденной молекулы 
определяется выражением 

ai τi .                    (3)

Наличие двух времен жизни связывают с враща-
тельными конформерами триптофана [20, 21]. 

Метод малоуглового рентгеновского 
рассеяния (МУРР)
В малоугловом эксперименте пучок моно-

хроматического рентгеновского излучения 
рассеивается после взаимодействия с электро-
нами исследуемого образца. Рассеянная ин-
тенсивность как функция вектора рассеяния 
q = (4π/λ)sinθ, где 2θ – угол рассеяния, а λ – 
длина волны падающего излучения, дает инфор-
мацию о флуктуациях электронной плотности 
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в однородной материи. В области малых q ин-
тенсивность рассеяния может быть выражена с 
помощью аппроксимации Гинье [22]:

I(q) ≈ I(0)exp(-q2Rg
2/3),              (4)

где Rg – радиус инерции взвешенных частиц в 
приближении монодисперсного раствора. Из (4) 
видно, что радиус инерции исследуемых частиц 
может быть определен с помощью построения 
так называемого графика Гинье (log I(q) от q2) и 
определения угла наклона его линейной части. 
Важно отметить, что данная аппроксимация при-
менима при выполнении условия qRg ≤ 1.3 [22].

Помимо определения размеров взвешенных в 
растворе частиц, детальный анализ кривых мало-
углового рассеяния позволяет также определять 
их форму с помощью метода виртуальных атомов 
[23]. Метод основан на моделировании структуры 
шариками нужной плотности и определении их 
пространственных координат с помощью про-
граммы минимизации невязки между экспери-
ментальной и теоретической кривыми рассеяния. 
Теоретическая кривая при этом вычисляется по 
формуле суммирования Дебая, которая является 
точной, но требует значительных ресурсов ма-
шинного времени.

Измерения методом МУРР проводились 
на станции ДИКСИ курчатовского источника 
синхротронного излучения. Станция сконстру-
ирована по классической оптической схеме, 
включающей в себя три пары коллимирую-
щих щелей, однокристальный монохроматор 
(λ = 1.6 Å), фокусирующее в вертикальной пло-
скости рентгеновское зеркало и двухкоординат-
ный детектор Pilatus3 1M.

Расстояние образец–детектор на станции 
варьируется в зависимости от задачи вплоть до 
2.4 м. Для того чтобы получить оптимальное 
разрешение по времени, расстояние между об-
разцом и детектором было выбрано равным 0.5 м 
при времени экспозиции детектора 3 минуты 
на кадр. При данной геометрии съёмки модуль 
вектора рассеяния q варьировался в диапазоне от 
0.2 до 4.2 нм-1.

Нагрев каждого образца в растворе про-
изводился в диапазоне от 25 до 70 °С с шагом 
5 °С, время достижения теплового равновесия в 
каждой точке составляло 10 мин. Для каждого 
образца при каждой температуре снималась 
серия по 3 кадра для оценки влияния радиаци-
онных повреждений на кривую рассеяния. Для 
дополнительного контроля были произведены 

измерения при фиксированной температуре в 
течение 60 мин, которые показали, что эффектом 
радиационного повреждения белка при комнат-
ных температурах можно пренебречь.

Результаты и их обсуждение

1. Конформационные изменения БСА 
при термической денатурации в системах, 
проходящих различные интермедиаты
В данной работе ставилась цель сравнить 

термическую денатурацию при pH 3 и при pH 7.4 
для исследования структурных изменений в си-
стемах, проходящих различные промежуточные 
состояния, и для выявления чувствительности 
используемых методик при детектировании фи-
бриллярных структур [24–26], а также состояния 
расплавленной глобулы [27]. 

Индикатором конформационных изменений 
белка может являться его триптофановая флуо-
ресценция (рис. 2 А, В), так как триптофановые 
остатки чувствительны к изменениям своего 
микроокружения [28]. 

При термической денатурации белка в рас-
творе при рН 7.4 происходит плавление белковой 
глобулы, приводящее к коротковолновому сдви-
гу спектра триптофановой флуоресценции (см. 
рис. 2, А). Данный факт может быть проинтер-
претирован как следствие уменьшения поляр-
ности окружения триптофановых остатков в 
БСА [28]. Как видно из рис. 2, B, термическая 
инкубация альбумина при рН 3 при 65°C не 
приводит к изменениям спектральных ха-
рактеристик триптофановой флуоресценции, 
соответственно можно сделать вывод о том, 
что свойства микроокружения триптофановых 
остатков меняются слабо.

Вторым индикатором конформационных 
изменений белка являлось изменение флуорес-
ценции гидрофобного зонда Нильский красный, 
эмиссия которого возрастает при встраивании 
его в области с низкой полярностью, например, 
в гидрофобные домены белков и их агрегатов 
[29]. На рис. 3, А, B представлены спектры 
флуоресценции зонда в присутствии БСА при 
pH 7.4 и pH 3 до и после температурного воз-
действия. 

Видно, что в растворе термически денату-
рированного альбумина при рН 7.4 наблюдается 
коротковолновый сдвиг спектра флуоресценции 
зонда, что свидетельствует об изменении по-
лярности его микроокружения – происходит его 
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Рис. 2. Сравнение спектров собственной триптофановой флуоресценции БСА: 
А – при термической денатурации в растворе с рН 7.4, B – при термической дена-
турации в растворе с рН 3, C – при термической денатурации и при его гликиро-

вании, [БСА] = 5·10-6 М

Fig. 2. Comparison of spectra of intrinsic tryptophan fl uorescence BSA, (A) – during 
thermal denaturation, pH 7.4, (B) – during thermal denaturation, pH 3, (C) – during 

thermal denaturation and glycation, [БСА] = 5·10-6 М

Рис. 3. Сравнение спектров флуоресценции зонда Нильский красный в комплексе: 
А – с термически денатурированным БСА в растворе с рН 7, B – с термически 
денатурированным БСА в растворе с рН 3, C – с термически денатурированным 

и гликированным БСА, [БСА] = 5·10-6 М, [NR] = 9·10-7 М

Fig. 3. Comparison of the Nile red fl uorescence spectra in complex (A) with thermally 
denatured BSA, pH 7, (B) –  with thermally denatured BSA, pH 3, (C) – with thermally 

denatured and glycated BSA, [БСА] = 5·10-6 М, [NR] = 9·10-7 М

встраивание в гидрофобные домены, которые, 
возможно, появляются между взаимодействую-
щими белками, либо гидрофобные домены ста-
новятся более доступными для зонда [29, 30]. В 
растворе БСА при рН 3 после нагрева изменения 

в оптических характеристиках и, следовательно, 
изменения в полярности микроокружения зонда 
не наблюдаются. 

При анализе рассматриваемых систем, про-
изводимом методом абсорбционной спектро-

А C

B

B

A C
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скопии (рис. 4, А), видно, что при термическом 
воздействии на раствор БСА+NR при pH 7.4 
его оптическая плотность  на всех длинах волн 
растет, что с большой долей вероятности гово-
рит о процессе образования агрегатов в данном 
образце. При инкубации БСА (pH 3) при 65°C 

оптическая плотность раствора на всех длинах 
волн практически не меняется. Таким образом, 
метод абсорбционной спектроскопии не по-
зволяет сделать вывод о наличии агрегатов в 
растворе БСА при рН 3 после термического 
воздействия.

Рис. 4. Спектры поглощения образцов БСА+NR при их термической денатурации 
и при гликировании (А); спектры флуоресценции БСА при возбуждении на длине 
волны λex = 350 нм в растворе гликированого белка (В); спектры флуоресцен-
ции зонда тиофлавин Т в растворе гликированого белка (С), [БСА] = 5·10-6 М, 

[NR] = 9·10-7 М, [ThT] = 2·10-6 M

Fig. 4. (А) – аbsorption spectra of BSA + NR samples under thermal denaturation and 
glycation, (B) – BSA fluorescence spectra of glycated protein solution under excitation 
at λex = 350 nm, (С) – thioflavin T fluorescence spectra in glycated protein solution, 

[БСА] = 5·10-6 М, [NR] = 9·10-7 М, [ThT] = 2·10-6 M

A B

C

λ, nm

Для того чтобы провести детальное иссле-
дование структурных изменений, происходящих 
с белком при термическом воздействии, было 
произведено исследование кинетики термической 
агрегации БСА в буферных растворах рН 3 и рН 7.4 
методом МУРР. На рис. 5, А показана темпера-
турная зависимость рассчитанного с помощью 
аппроксимации Гинье средневзвешенного по ан-
самблю частиц радиуса инерции молекул  белка.

Из рис. 5, А видно, что в растворе альбу-
мина, находящемся при рН 7.4, при нагреве до 
50 °C заметных структурных перестроек мо-
лекулы белка не происходит. При дальнейшем 
увеличении температуры, однако, наблюдается 
резкий скачок значения радиуса инерции в об-
ласти температуры плавления белка (65 °C), 
что связано с изменением конформации белка 
и образованием агрегатов. Напротив, в раство-

ре БСА при рН 3 уже при малых температурах 
(~30 °C) наблюдается рост средневзвешенного 
радиуса инерции частиц, что говорит об обра-
зовании агрегатов белка. Данный факт можно 
объяснить тем, что молекула альбумина при 
pH 3 находится в состоянии расплавленной 
глобулы [31], в результате чего ее стабильность 
является пониженной и соответственно процесс 
агрегации запускается спонтанно уже при низких 
(ниже температуры плавления нативного белка) 
температурах.

Согласно шариковой модели молекулы 
альбумина в растворе с рН 3 разворачивание 
белковой глобулы в цепочку происходит уже 
при комнатной температуре (см. рис. 5, C). 
Белок БСА состоит из трех доменов, которые 
могут изменять свое относительное положение 
в пространстве в зависимости от параметров 
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окружения. Наши шариковые модели могут быть 
применены для оценки происходящей в растворе 
молекулярной тектоники и интерпретированы 
как выстраивание трех доменов БСА вдоль од-
ной оси. Для сравнения, при pH 7.4 белок имеет 
классическую глобулярную форму в виде сердца 
(heart-shaped) (см. рис. 5, B) [32]. Стоит отметить, 
что полученные данные хорошо согласуются с 
литературными (см., например, [33]), где авторы 
также отмечают разворачивание сывороточного 
альбумина человека в цепочку при понижении 
pH раствора.

Стоит отметить, что в отличие от метода 
стационарной флуоресцентной и абсорбционной 
спектроскопии, не показывающих радикальных 
конформационных изменений при термическом 
воздействии на раствор БСА (см. рис. 3, А), на-
ходящегося в состоянии расплавленной глобулы 
(рН 3), метод МУРР является более чувствитель-
ным к структурным изменениям молекул в рас-
творе альбумина. Иными словами, образование 
агрегатов в растворе с рН 3 не приводит ни к 
изменению полярности окружения триптофано-
вых остатков в белке (рис. 2, B), ни к появлению 
новых доступных гидрофобных сайтов или 
экспонированию гидрофобных сайтов в раство-
ритель (соответственно неизменными остаются 
оптические характеристики гидрофобного зонда 

NR, см. рис. 3, B). Таким образом, несмотря на 
то что в системе имеют место конформационные 
перестройки молекулы и межмолекулярные 
взаимодействия, их наличие не проявляется в 
оптических свойствах использованных флуорес-
центных индикаторов.

2. Конформационные изменения БСА 
при гликировании и термической 
денатурации

В работе было также произведено сравне-
ние конформационных изменений альбумина 
при его гликировании и при его термической 
денатурации/агрегации. На рис. 2, C представ-
лены спектры собственной флуоресценции БСА: 
1) при pH 7.4 (в нативном состоянии); 2) при его 
термической денатурации при pH 7.4, T = 65 oC; 
3) при термической денатурации при pH 3; 4) при 
гликировании (pH 7.4).

Как видно из рис. 2, C, гликирование аль-
бумина не приводит к изменению полярности 
окружения триптофановых остатков, поскольку 
положение максимума полосы собственной 
флуоресценции остается неизменным. При этом 
при гликировании БСА наблюдается заметный 
рост флуоресцентной полосы, обусловленной 
наличием конечных продуктов гликирования (см. 
рис. 4, B), что является подтверждением успеш-
ного хода процесса гликирования. Данные факты 

Рис. 5. Зависимость среднего радиуса инерции молекулы БСА от температуры раствора 
альбумина при рН 3 и рН 7.4 (А); шариковая модель, построенная методом виртуальных 
атомов до температурного воздействия: В – молекулы альбумина в растворе с pH 7.4, С – 

молекулы альбумина в растворе с рН 3. [БСА] = 5·10-6 М

Fig. 5. (А) – dependence of average gyration radius of the BSA molecule on the temperature, 
pH 3 and pH 7.4; model was constructed using virtual atoms method, (B) – albumin molecules 

before heating, pH 7.4, (C) – albumin molecules, pH 3. [БСА] = 5·10-6 М
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находятся в соответствии с литературными дан-
ными [8]. В то же время из рис. 3, C видно, что 
при гликировании альбумина наблюдается рост 
флуоресценции зонда Нильский красный, что го-
ворит об увеличении доступности гидрофобных 
сайтов связывания. Более того, исследования, 
проведенные с использованием флуоресцентного 
зонда тиофлавин Т, являющегося специфичным 
маркером образования фибриллярных структур 
[34], показали увеличение интенсивности его 
флуоресценции при гликировании БСА (см. 
рис. 4, C), что может быть интерпретировано 

как образование фибриллоподобных агрегатов 
или увеличение доли β-структур в белке. Первое 
предположение находится в соответствии с ли-
тературными данными [35].

3. Исследование конформационных
изменений гликированного и термически
денатурированного белка с использованием 
метода время-разрешенной флуориметрии
В данной работе было произведено измере-

ние кинетик затухания собственной триптофа-
новой флуоресценции белка при термической 
денатурации и при его гликировании (рис. 6).

Рис. 6. Кинетики затухания флуоресценции БСА при термической денатурации и при 
его гликировании. Длина волны возбуждения λex = 280 нм

Fig. 6. BSA fl uorescence decay kinetics under thermal denaturation and glycation. Excitation 
wavelength λex = 280 nm

После анализа полученных результатов 
были определены относительные амплитуды и 
средние времена жизни возбужденной молекулы 
для смеси растворов БСА+зонд pH 3, pH 7.4 при 
термическом воздействии и при инкубации БСА 
с глюкозой в течение 18 дней. Результаты пред-
ставлены в таблице.

Определенные времена жизни флуорес-
ценции БСА при pH 7.4 находятся в согласии с 
литературными данными [36]. При термической 
агрегации нативного белка среднее время жизни 

падает с 5.5 до 4 нс. При этом время жизни белка 
при pH 3 до и после нагрева практически не ме-
няется и составляет 3.8 и 3.7 нс соответственно. 
Данный факт может быть объяснен тем, что 
в состоянии расплавленной глобулы при pH 3 
молекула белка уже претерпела существенные 
конформационные изменения, и дальнейшее тем-
пературное воздействие приводит к более слабо-
му изменению микроокружения триптофановых 
остатков по сравнению с термической денатура-
цией при pH 7.4. Аналогично при гликировании 

Тime, ns
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альбумина не наблюдается изменений времени 
жизни флуоресценции (см. таблицу). В целом 
наблюдаемые тренды находятся в соответствии 
с изменениями стационарных флуоресцентных 
характеристик триптофановых остатков.

Заключение

В данной работе методами стационарной 
и время-разрешенной флуоресцентной и аб-
сорбционной спектроскопии, а также методом 
малоуглового рентгеновского рассеяния были 
показаны различные проявления структурных 
изменений альбумина при гликировании и тер-
мической денатурации.  В частности, молекула 
белка в растворе при рН 3 еще до термического 
воздействия теряет свою нативную конформацию 
и полностью разворачивается. Было показано, 
что процесс образования агрегатов в данном 
растворе запускается спонтанно еще до нагрева. 

При термическом воздействии на молекулу 
БСА в растворе с рН 7.4 происходит структурная 
перестройка белка, а именно уменьшение поляр-
ности микроокружения триптофановых остатков 
и увеличение доступности гидрофобных до-
менов. Вследствие температурных воздействий 
молекулы нативного альбумина ассоциируют в 
аморфные агрегаты.

При гликировании альбумин также проходит 
состояние расплавленной глобулы, однако не 
происходит изменения полярности микроокру-
жения триптофановых остатков, значительным 
образом растет доступность гидрофобных сайтов 
связывания БСА, альбумин агрегирует с образо-
ванием структур, обогащенных β-листами. Таким 

образом, в данной работе было показано, что, 
несмотря на схожие промежуточные состояния, 
которые проходят рассматриваемые системы, 
структурные перестройки белка различны для 
гликированного и термически денатурирован-
ного/агрегированного альбумина.
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Background and Objectives: Objects of the research in this study 
are solutions of bovine serum albumin (BSA) and its aggregates. 
Structural changes of the protein molecules in solution with pH 3 
and pH 7.4 are investigated during glycation and thermal denatura-
tion processes, when the BSA molecules in solution undergo similar 
intermediate states. The main aim of the research is to compare 
structural changes of the BSA upon its glycation and thermal dena-
turation, revealed by combination of optical and X-ray techniques. 
Materials and Methods: The main techniques used in this study 
were steady-state and time-resolved fluorescence spectroscopy, 
as well as small angle X-ray scattering (SAXS). Results: Position 
of maximum in tryptophan fluorescence spectrum and tryptophan 
fluorescence lifetime are sensitive to BSA conformational changes at 
pH 7.4 upon its incubation at 65°C. Availability of hydrophobic binding 
sites of NR significantly increases upon glycation. No alterations of 
these photophysical parameters are observed at pH 3. However, SAXS 
experiments reveal presence of BSA aggregates at 25°C and above. 
Further incubation of the solution at 65° C is not accompanied by 
changes in the local environment of tryptophan residues or appear-
ance/accessibility enhancement of hydrophobic sites in the protein 
structure.  Conclusion: This study shows that structural changes 
of the BSA molecules differ for glycated and thermally denatured / 
aggregated proteins, though the molecules undergo similar intermedi-
ate states during these processes.
Key words: glycation, albumin, thermal denaturation, conformation, 
molten globule, Nile Red, thioflavin T, AGEs (advanced glycation 
end-products), -stacking, fibrils, pathological conditions, socially 
important diseases, fluorescence spectroscopy, Small Angle X-ray 
Scattering. 
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