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Хорошо известно, что повышение температуры приводит к су- 
шественному изменению нативной структуры дезоксирибонуклеиновой 
кислоты (Д11К) в растворе. Это изменение обусловлено разрушением 
водородных связей. Переход из спиральной конформации в клубко­
образную известен под названием перехода спираль-клубок или де­
натурации ДНК.

В 1952 г. Шаком и Топсетом (1) было установлено, что интен­
сивность полосы поглощения ДНК с максимумом в области 260 т? 
относительно мала для нативной формы и велика для денатурирован­
ной. Явление это известно под названием гипохромного эффекта.

Процесс денатурации, прослеженный по гипохромизму, осущест­
вляется в сравнительно узком температурном интервале, чем напоми­
нает фазовые переходы. В отличие от истинного фазового перехода, 
плавление ДНК должно характеризоваться двумя параметрами —темпе­
ратурой плавления 7’,,, и шириной интервала перехода А 7'. Темпера­
тура плавления соответствует температуре, при которой половина мо­
номерных единиц макромолекулы не принимает участия в образова­
нии водородных связей. Очевидно, что температура плавления долж­
на характеризовать стабильность спирали ДНК.

Исследованию тепловой денатурации ДНК посвящено большое 
количество работ. Повышенный интерес к тепловой денатурации объ­
ясняется рядом причин. Во-первых, очевидно, что процесс редупли­
кации ДНК должен идти через полную или частичную денатурацию՛ 
Во-вторых, изучение денатурации вскрывает многие важные ч₽РтН 
внутренней молекулярной структуры нуклеиновых кислот и расши­
ряет наши представления о природе сил. стабилизирующих специфи­
ческую конфигурацию ДНК. В-третьих, исследование ренатураи>||( 
позволяет судить о кинетике и этапах плавления ДНК.

Мы проводили детальное исследование изменений параметра 
Iт и А 7 с увеличением концентрации ионов Ха , связывая их 1
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.определенными структурными изменениями и кооперативностью про­
цесса. Кстати, изучению этих вопросов был посвящен ряд работ но 
большая часть их была посвящена либо малым ионным силам' то 
0.1 М №С1, либо значительным, выше 1 М К'аС1. Промежуточная об- 
дасть ионных сил изучена явно недостаточно.

Переходы спираль-клубок прослеживались по ультрафиолетово­
му поглощению, весьма чувствительному к числу пар азотистых ос- 
яований, связанных водородными связями, и по вязкости, чувствитель­
ной к незначительным локальным изменениям структуры молекул

Объектом наших исследований была ДПК тимуса теленка. Про­
водилось из) чение температурной зависимости оптической плотности 
водных растворов ДНК в А Ф-области при разных ионных силах на 
I -259 ту-. Измерения проводились на спектрофотометре СФ-4.Спек­
тры поглощения были сняты для водных растворов ДНК в интервале 
ионных сил 0—0,4 М Г\’аС1 и для 1 М ЫаС1. Концентрация ДНК в

растворах, уточненная спектрофотометрически,—40 ֊։֊. Плавление 
мл

ДНК исследовалось двумя способами.
Первый способ. Раствор нагревался до заданной температуры, и 

после пятнадцатиминутного отжига снимался спектр поглощения. За­
тем раствор быстро охлаждался переключением кюветы ко второму 
термостату с постоянной температурой 25°С и снова измерялась оп­
тическая плотность. Последующее нагревание того же раствора про­
водилось до более высокой температуры.

Второй способ. После нагревения до температуры 100—105 С, 
раствор медленно охлаждался до 25°С и проводилось соответственно 
измерение оптической плотности. Охлаждение происходило имеете с 
термостатом до 25°С. Время охлаждения 6—7 часов.

Исследование температурной зависимости вязкости растворов 
ДНК проводилось на вискозиметре Оствальда с временем истечения 
растворителя порядка 110 сек. при температуре 25°С.

Параметры перехода спираль-клубок весьма чувствительны к 
ионной силе раствора. Известно, что при добавлении ионов щелочных 
металлов в водный раствор ДИК, температура плавления Т,п растете 
ростом ионной силы, по крайней мере до 1,0 М содержания солей 
С‘). Нами проводилось систематическое исследование влияния ионов 
Ка на параметры денатурации. С увеличением ионной силы раствора 
наблюдается значительное увеличение температуры плавления (фиг. 1). 
Так, для сравнения отметим, что при изменении ионной силы от 
0,05 до I М ЫаС1, температура плавления изменяется оолее, чем на 
16 С. Температура плавления определялась нами из кривой плавле- 

. 1 те.ния как температура, соответствующая точке О«5Лп» 
по средней точке кривой плавления. Интервал перехода АТ опреде­
лялся по касательной в точке Т = Тт. А величенне темпера?) ры плав 
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лення с повышением ионной силы может быть объяснено экранир(1. 
ванном отрицательно заряженных фосфатных групп ионами К а ։ ЧТ(| 
приводит к понижению энергии электростатического отталкивания 
между цепями двухтяжевой спирали ДНК, а, следовательно, к уве­
личению температуры плавления.

Нами была исследована зависимость вязкости солевых растворов 
ДНК от температуры. Общий ход кривых, в основном, напоминает

Фиг. 1. Зависимость температуры плавлении ДНК 
Тт (кривая /) и интервала плавления 3 7՜ (кривая 2) 

от логарифма ионной силы.

кривые гипохромного эффекта, с тем только отличием, что здесь к 
той же области температур вязкость раствора уменьшается. Темпера­
туры плавления ДНК, полученные вискозиметрически (фиг. 2) и 
спектрофотометрически совпадают. При этом вязкость начинает из­

Фиг. 2. Температурная зависимость 
приведенной вязкости растворов ДНК 
следующих ионных сил: /—0.05; 2—0,10; 
3 0,15; 4—0,2 (концентрация ДНК—

—60—). 
мл

меняться уже при относительна 
низких температурах. Как уже от­
мечалось выше, это, по-видимому, 
определяется тем, что вязкость 
чувствительна к небольшим локаль­
ным изменениям структуры, спо­
собным увеличить гибкость макро­
молекулы и облегчить ее сворачи­
вание в статистический клубок. Эти 
изменения, возможно, возникают 
из-за разрыва относительно неболь­
шого числа водородных связей, 
которое невозможно определить 
спектрофотометрически. О суще­
ствовании структурных изменений 
такого рода свидетельствуют и не­
зависимо проведенные микрокало- 
риметрические измерения (4).

Благодаря небольшим локальным структурным изменениям мак­
ромолекула ДНК приобретает дополнительные степени свободы, при 
этом ориентация азотистых оснований практически может и не из.мс՜ 
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няться. Согласно же теории Гиноко (’), гипохромизм определяется 
именно взаимной ориентацией боковых азотистых оснований ' гак что 
спектрофотометрия является лишь косвенным методом опретелеввя 
числа разорванных водородных связей. Следует отметить, что՝., не­
больших структурных изменениях при низких температурах свите- 
тельствует и метод динамического двойного лучепреломления в по- 
токе.

Как спектрофотометрическое, так и вискозиметрическое изуче­
ния денатурации Д11К свидетельствуют о повышении стабильности 
макромолекул с увеличением концентрации«ионов Ха . В самом де- 
ле, как видно из фиг. 1, температура плавления спиралей линейно 
завися! от логарифма ионной силы, что находится в полном согласии 
с имеющимися литературными данными (2) и теоретическими пред­
ставлениями Уолкера (•). При относительно низких ионных силах 
зависимость температуры плавления от концентрации ионов имеет вил 
(*): Iт А £1^/, где А \\ В константы. Очевидно, что темпера­
тура плавления должна расти по мере уменьшения числа свободных 
зарядов на молекуле Д11К. Теоретический подсчет максимального 
значения температуры плавления для незаряженной ДПК дает 98 С (в).

Вместе с исследованием влияния ионной силы на стабильность 
молекул (на температуру плавления), нами изучалось влияние кон­
центрации ионов Х’а на интервал перехода спираль-клубок в ДНК. 
Из фиг. 1 видно, что интервал перехода уменьшается с ростом ион­
ной силы. Эта зависимость аналитически может быть представлена в 
виде АГ = — а I + Ь, где а и Ь — положительные постоянные вели­
чины. Денатурация происходит хотя и в узком, но конечном интер­
вале температур. Последнее означает, что плавление двухтяжевой 
спирали ДНК не есть истинно фазовый переход. Небольшие значе­
ния АГ свидетельствуют о том, что процесс перехода спираль-клубок 
кооперативен. Строго говоря, кооперативный характер плавления обус­
ловлен значительной зависимостью изменения свободной энергии мо­
лекулы при образовании водородной связи в соседних с ней мономер­
ных единицах. Эта кооперативность носит, по-видимому, чисто энтро­
пийный характер. Действительно, разрыв водородных связей одной 
пары оснований энергетически невыгоден. Повышение энер։ ии мо­
лекулы не может быть скомпенсировано увеличением эшропин, гак 
как свободная от водородных связей пара основании не получили до 
статочного количества Степеней своооды из-за связанности соседних 
оснований в цепи. Для того, чтобы процесс плавления оыл оы ирмо 
Динамически выгоден, одновременно должно разорил п֊е я >.п ш 
число водородных связей, что приводит к значительному вышрыш 
энтропии, способному перекрыть проигрыш в ^нер! ни рам»рв.ш1.н1\<я 
водородных связей. Очевидно, что чем уже шнерв.м гкр<\1 
больше степень кооперативности процесса. 1огда с увеликние 
ной силы раствора возрастает степень кооперативной и пере.х 
раль-клубок.
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Уменьшение интервала плавления с ростом ионной силы раство 
ра может быть объяснено следующим образом. Ионы \'а\ нахоы 
щиеся у заряженных фосфатных групп, могут рассматриваться и. 
скрепки между полипептидпыми цепями. В работе (’) приведены тео 
ретические выражения для изменения температуры и интервала пла!1 
ления:

р — \ и

(2)

՛•Тт и есть изменения температуры и интервала плавления спи. 
ради ДНК, То — температура плавления для ДНК без скрепок; р=е^ 
где Д — свободная энергия, добавляемая скрепкой к энергии связи 
пары нуклеотидов, а температура Т выражена в энергетических едн- 
лицах; и - средняя энергия связи пары нуклеотидов при отсутствии 
скрепок. Выражения (1) и (2) позволяют установить прямую связь 
между 1Тт и оАГ: )

>ЛТ=‘2Р— 1Т„„ (3|
Р + 1

Здесь можно считать, что р заведомо меньше единицы, так как тео­
ретическая обработка результатов работы (’) по рН-плавлению 
Д11К свидетельствует о том, что при низких pH, т. е. большой кон­
центрации ионов \Н |, параметр р ^0. Отметим, что согласно (8) ко­
оперативность перехода растет с увеличением концентрации Н . Если 
же /?<1. то выражение (3) приводит к отрицательным значениям оАГ, 
т. е. с повышением температуры Т,п сужается интервал плавления Д 
(фиг. 1). I

Теоретический учет взаимодействий дальнего порядка при оцен­
ке изменения свободной энергии перехода спираль-клубок, проведен­
ный О. Б. Птицыным (9) также приводит к сужению интервала плав­
ления. Очевидно, что силы дальнодействия весьма существенны для 
полиэлектролитов, где они носят характер кулоновского отталкива­
ния. Поскольку в нативном состоянии макромолекулы ДНК—доста­
точно жесткие образования, то их флюктуационное изгибание суще­
ственно затруднено. Поэтому взаимодействием дальнего порядка для 
нативной структуры ДНК можно пренебречь. В основе денатурации 
Д11К лежит тот факт, что состояние макромолекулы, в котором ну­
клеотиды участвуют во внутримолекулярных водородных связях, 
является энергетически более выгодным, тогда как клубкообразное 
состояние выгоднее энтропийно из-за гибкости макромолекулы. А это 
значит, что свободные энергии этих состояний различным образом 
меняются при изменении температуры. Температуре перехода Лл со­
ответствует равенство свободных энергий двух состояний. Термодина­
мическая выгодность процесса плавления молекул определяется не* 



дичиной изменения свободной энергии при плавлении 
р(1и. Изменение свободной энергии есть

~ ~~ си,

двойной спи-

(14)
где Л- и Лж֊ свободные энергии клубкообразного и спирального 
состояний. В случае, когда молекула заряжена, свободная энергия 
клубкообразного состояния возрастает. В то же время с достаточной 
точностью можно считать, что свободная энергия спирали не зависит 
от степени ионизации. Следовательно, по мере повышения степени 
ионизации молекул возрастает изменение свободной энергии ДЛ. а 
это означает, что затрудняется процесс перехода спираль-клубок. 
Последнее обстоятельство должно приводить к уширению интервала 
плавления с уменьшением ионной силы раствора.

Наконец, хотелось бы остановиться еще на одном факте. Интер­
вал плавления, по-видимо.му, зависит от режима нагревания. Более 
резкий (на 3 4 С) кооперативный характер перехода при непрерыв­
ном режиме нагрева можно объяснить, исходя из теории влияния сил 
дальнодействия на денатурацию ДНК (’). При денатурации спиралей 
ДНК имеется температурная область, в которой полное разделение 
нитей молекул ДНК термодинамически невыгодно, а частичное вы­
годно. т. е. денатурация проходит в два этапа. На первом этапе об­
разуются частично денатурированные петлеобразные структуры, на 
втором же֊ происходит полное 
возвратом очевидно, что ког­
да мы находимся в темпера­
турной области, соответствую­
щей первому этапу, то при 
охлаждении до 25 С в восста­
новленной структуре могут 
возникать ошибки (фиг. 3).

Образовавшиеся петли 
обладают большей гибкостью, 
чем спиральная структура. 
Благодаря этой гибкости не­

разделение цепей. При нагревании с

Фиг. 3. Схема образования ошибочных струк­
тур (.шпилек՛) в молекулах ДНК при ох­

лаждении.

которые части в процессе 
флуктуационного изгибания 
пеней могут сближаться. По­
это.му в процессе понижения
температуры между случайными комплементарными <кнон«1ниям1юмог\т 
образоваться водородные связи, что должно приводить к оппшкам в 
.восстановленной** структуре. Вероятность возникнетния гаких пл 
лек возрастает с увеличением размеров петель, чю зависит 
нературы.до которой был нагрет образец. Поскольку !1 
процесса существенно зависит от молекулярною веса , \ п’ •
лых м, то,' очевидно, что кооперативность перехода в небольших 
шпильках будет отличаться от кооперативности перехода основной
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цепи, что должно приводить к уширению температурного интервал 
плавления. Следует отметить, что образование этих шпилек' не мо#<.т 
быть определено спектрофотометрически, так как число неносстанои. 
ленных водородных связей очень мало ио сравнению с полным чис, 
лом их. Поэтому УФ-поглощение структур 1 и 4 (фиг. 3) будет пр;ь. 
тически неотличимо.

В заключении авторы приносят 
В. И. Воробьеву и его сотрудникам 
ДНК.

свою искреннюю благодарность 
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th и nt մնա սիրված Լ N <1 իոնն եր ի աղղեցոէթյունր
Հալման ինտերվալի վրա: էէույց Լ տրված, որ հալման 
իոնական ոէմի լոգարիթմի աճման հետ, այսինքն ԴՆՄ֊ի

ԴՆ1>֊ի հալման ջերմաստիճանի I, 

ջերմ աստիճանը աճում է ցծայնորեն

կա յ էէէն ու թ յան ր աճում է
Ների կոնցենտրացիային ցու ցրնթաց; Միևնույն մամանակ հալման ինտերվալր փոքրանում ( 
Վերջինս նշանակում Լ, որ իոնական ումի աճման հետ աճում ( նաև սլ ա ր ու ք ր - կ ծ ի կ անցման 
կոպերատիվու/է յան աստիճանը։ ^այման կ ոսլ ե ր ա տ իվոէ ft ւ ուն ր կախված Լ նաև տաքացման 
ոեմիմից հաստատված է, որ մածուցիկությունը ր ա վ ա կան ա ; սւփ դցայՈւն Լ ԴՆՄ- ի ստրուկտու­
րայի աննշան փոփոխությունների նկաւոմսւմրւ
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