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В работе исследовано методом дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) влияние 
различных доз гамма-облучения в диапазоне 60-10000 Гр на процесс денатурации плацентарного 
сывороточного альбумина человека. Проведена оценка комбинированного воздействия облучения 
и замораживания до температуры жидкого азота на сывороточный альбумин в растворе. 
Облучение образцов проводили при комнатной температуре на гамма-установке «Исследователь» 
источником Co60 при мощности экспозиционной дозы 120 Р/мин. В результате проведенного 
исследования было установлено, что гамма-облучение растворов плацентарного альбумина 
приводит к разрыхлению макромолекул, явно выраженному уже при дозе 1729 Гр, и 
последующему разрушению их структуры. Снижение кооперативных процессов при плавлении 
начинается при малых дозах облучения (60 Гр). Показано, что охлаждение растворов альбумина 
до температуры жидкого азота как до, так и после облучения вносит дополнительный вклад в 
деструктивные процессы, происходящие с макромолекулами альбумина.  
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: плацентарный альбумин, гамма-облучение, дифференциальная 
сканирующая калоримтерия, денатурация. 
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 В роботі досліджено методом диференційної скануючої калориметрії (ДСК) вплив різних доз 
гамма-опромінення у діапазоні 60-10000 Гр на процес денатурації плацентарного сироваткового 
альбуміну людини. Проведена оцінка комбінованого впливу опромінення і заморожування до 
температури рідкого азоту на сироватковий альбумін у розчині. Опромінення зразків проводили 
при кімнатній температурі на гамма-установці «Исследователь» джерелом Co60  при потужності 
експозиційної дози 120 Р/хв. В результаті проведеного дослідження було встановлено, що гамма-
опромінення розчинів плацентарного альбуміну призводить до розрихлення макромолекул, явно 
вираженого вже при дозі 1729 Гр, і наступному руйнуванню їх структури. Зниження 
кооперативних процесів при плавленні починається при малих дозах опромінення (60 Гр). 
Показано, що охолодження розчинів альбуміну до температури рідкого азоту як до, так і після 
опромінення вносить додатковий вклад в деструктивні процеси, що відбуваються з 
макромолекулами альбуміну. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: плацентарний альбумін, гамма-опромінення, диференційна скануючи калориметрія, 
денатурація. 
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In the paper the influence of various doses of gamma-irradiation (60-10000 Gy) on the process of the 
denaturation of placental human serum albumin was investigated by the method of differential scanning 
calorimetry (DSC). The combined affect of radiation and freezing down to the temperature of liquid 
nitrogen on serum albumin in solution was carried out.  The samples was irradiated at room temperature 
on gamma-apparatus «Issledovatel» by Co60 gamma-quanta on power of the exhibition dose of 
120 R/min. In the result of the study it was found that gamma-irradiation of placental albumin led to the 
loosening of macromolecules obviously evinced already at the dose of 1729 Gy and subsequent 
destruction of their structure.  The lowering of cooperative processes at melting begins at low doses of 
radiation (60 Gy). It was showed that the cooling of albumin solutions down to the temperature of liquid 
nitrogen both before and after irradiation introduces the additional contribution to destructive processes 
taking place with albumin macromolecules. 
КEY WORDS: placental albumin, gamma-irradiation, differential scanning calorimetry, denaturation. 

 
Изучению влияния гамма-облучения на структурные и физико-химические 

свойства белков, как в твердом состоянии, так и в водной среде посвящено множество 
работ. Интерес к исследованиям подобного рода обусловлен, прежде всего, широким 
применением ионизирующих излучений в радиационной медицине, а также для 
стерилизации биологических продуктов, получаемых из крови [1], и пищевых 
продуктов [2, 3]. Рядом авторов [2-9] показана различная степень влияния гамма-
облучения на изменения в белках. В частности, наблюдаются модификация 
аминокислот, разрушение пептидных и водородных связей, дисульфидных мостиков и 
ряд других изменений, влияющих на структуру белков и их физико-химические 
свойства. Замораживание препаратов, содержащих белки, до температуры жидкого 
азота (-196 °С) широко применяется в технологиях их хранения в течение длительного 
периода времени. Установлено влияние низких температур на размер агрегатов белков 
в сыворотке крови, а также условия замораживания, позволяющие предотвратить 
агрегирование [10]. 

Известно, что метод дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК) нашел 
широкое применение для исследования тепловых процессов, происходящих в 
биологических системах разного уровня организации после воздействия различных 
физико-химических факторов, в том числе и облучения. В частности, этот метод 
успешно используется для изучения тепловой денатурации белков [11-14], ДНК [15] и 
других макромолекул. 

Целью данной работы являлось выявление особенностей конформационной и 
структурной стабильности альбумина из сыворотки плацентарной крови человека под 
действием различных доз гамма-облучения и охлаждения до температуры жидкого 
азота. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В качестве объекта исследования был выбран медицинский препарат “Раствор 
альбумина плацентарного 10%”, получаемого из сыворотки плацентарный крови 
человека (производство – Укрмедбиопром Украины, Киевское предприятие по 
производству бакпрепаратов “Биофарма”). Исходный препарат альбумина разбавляли 
Na-фосфатным буфером (рН 7,4) до конечной концентрации белка 8 мг/мл. Гамма-
облучение растворов плацентарного альбумина проводили при комнатной температуре 
на гамма-установке “Исследователь” (CCCР) источником Co60 при мощности 
экспозиционной дозы 120 Р/мин. Поглощенную дозу контролировали при помощи 
метода ферросульфатной дозиметрии [16]. Облучение осуществляли при комнатной 
температуре окружающей среды. Поглощенные дозы облучения составляли 60-10000 
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Гр. Замораживание до -196°С осуществляли путем погружения пластиковых ампул с 
образцами в жидкий азот. Оттаивание проводили на водяной бане при 37°С. 

ДСК измерения выполняли в температурном диапазоне от 30 до 90ºC со скоростью 
нагрева 1 град/мин, используя дифференциальный адиабатический сканирующий 
калориметр ДАСМ-4 (СКББП АН СССР, Пущино). Началом отсчета времени являлась 
температура 0ºС. Погрешность измерения температуры ±0,2 ºC. В ячейку-свидетель 
помещали Na-фосфатный буфер. На основе полученных термограмм облученных 
образцов вычислены температуры и энтальпии плавления альбумина. Для описания 
профилей эндотермических эффектов были определены температуры полуширины 
ΔT1/2. Погрешность измерения полуширины интервала перехода вычислялась по 
результатам 2-3 измерений. Статистическую обработку экспериментальных данных 
проводили с использованием пакета Origin 7.5 (OriginLab Corporation , США). Данные в 
таблицах для ΔН и ΔТ1/2 приведены как среднее значение ± стандартное отклонение.  

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

В настоящей работе проведено исследование дозовой зависимости процесса 
денатурации альбумина из сыворотки плацентарной крови человека. С этой целью 
использовали как малые (от 60 до 475 Гр), так и относительно высокие (1729-10000 Гр) 
дозы гамма-облучения. Вычисленные значения температур, энтальпий плавления и 
полуширины необлученного (контрольного) и облученных различными дозами 
образцов альбумина приведены в таблице 1. Суммарная энтальпия (содержащая 
непосредственно энтальпию эффекта денатурации и возможный предденатурационный 
эффект) была вычислена из термограммы в широком температурном диапазоне, 
начиная с точки, в которой регистрируется начало подъема кривой ДСК. 

 
Таблица 1 

 

№ Доза гамма- 
облучения, Гр 

Температура 
плавления t, ºC 

Энтальпия 
плавления ΔН,  

Дж/г 

Полуширина 
ΔТ1/2, ºC 

1 0 78,1  17,4 ±0,8 6,6±0,2 
2 60 76,6 16,7±0,6 7,1±0,2 
3 100 76,7 17,8±0,7 7,9±0,2 
4 150 76,0  17,8±0,7 8,0±0,2 
5 475 77,5  17,8±0,7 8,2±0,2 
6 1729 76,8  15,8±0,6 12,4±0,3 
7 10000 75,1 9,8±0,4 18,6±0,3 

 
На рис. 1 приведены примеры профилей эндотермических эффектов для 

контрольного образца и некоторых облученных образцов. На основании анализа 
полуширины пиков плавления и анализа их формы (полуширина и симметрия) можно 
судить о степени кооперативности процесса денатурации. Из экспериментальных 
данных, представленных на рис. 1 и в таблице 1, следует, что пик плавления 
контрольного (необлученного) образца имеет самое низкое значение полуширины и 
симметричную форму. Эти факты свидетельствуют о максимальной степени 
кооперативности денатурационного перехода (кооперативного плавления белка) в ряду 
исследуемых образцов. С ростом дозы гамма-излучения водных растворов альбумина 
эндотермический пик плавления уширяется (рис. 2, таблица 1), что указывает на 
снижение кооперативности процесса плавления. 
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Рис. 1. ДСК термограммы плацентарного альбумина, зарегистрированные при следующих 
условиях: 1 – контрольный образец; 2 – доза облучения 150 Гр; 3 – доза облучения 1729 Гр. 
 

 
 

Рис. 2. Зависимость значений энтальпии и полуширины пиков плавления альбумина от дозы 
гамма-облучения. 
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Облучение водных растворов альбумина малыми дозами гамма-излучения 
влияет на конформационную стабильность молекул. При этом значения энтальпии 
меняются незначительно, а температуры плавления несколько снижаются, что 
наблюдается также  и при УФ-облучении САЧ [17]. Кооперативность процесса 
денатурации плацентарного САЧ начинает снижаться даже при таких малых дозах 
облучения как 60 Гр. Такие нарушения конформации могут приводить к изменению 
гидратации макромолекул после облучения, что проявляется в наблюдаемых на 
термограммах отличиях в ΔСр контрольного и облученных образцов. Данное 
предположение подтверждается нашими предыдущими работами по исследованию 
влияния –облучения на сывороточный альбумин быка (САБ) методом спиновых 
зондов и СВЧ-диэлектрометрии [18, 19]. Было обнаружено, что с увеличением дозы 
облучения гидратация САБ увеличивается в интервале доз 10-100 Гр. Это может 
быть следствием разрыхления поверхности макромолекул, о чем свидетельствует 
увеличение подвижности и эффективное растормаживание радикала, находящегося 
на поверхности САБ, при дозе облучения 100 Гр. 

Увеличение дозы облучения до 1729 Гр и выше приводит к понижению 
энтальпии плавления белка, что указывает на явно выраженное разрыхление 
молекул альбумина (рис. 2, табл. 1). Особенно это выражено для образца, 
облученного дозой 10 кГр. При этой дозе облучения происходит, скорее всего, 
значительное разрушение структуры молекул альбумина вследствие процессов 
фрагментации полипептидных цепей белка, образования сшивок и агрегации [20, 1]. 

Наблюдаемые нами отличия в ΔСр необлученного и облученных образцов 
плацентарного САЧ (рис. 1) аналогичны отличиям в ΔСр нативного и 
предварительно нагретых до 60-100 °С образцов бычьего сывороточного альбумина 
(БСА) [21]. Снижение процента обратимости денатурационного процесса с 
увеличением температуры предварительного нагрева объясняется автором этой 
работы агрегацией развернутых макромолекул белка при высоких температурах. По 
данным ДСК конформационные изменения и агрегация САЧ происходят и при УФ-
облучении белка (=254 нм) [17]. Полученные нами результаты согласуются и с 
данными других методов исследования влияния -облучения на сывороточный 
альбумин [22]. Так, при дозах облучения 1 и 5 кГр методом светорассения было 
обнаружено снижение молекулярной массы БСА; методом УФ-спектроскопии были 
зафиксированы разрывы ковалентных связей, образование агрегатов и разрушение 
упорядоченной структуры полипетидных цепей; методом ИК-спектроскопии – 
образование -листов [22]. 

В работе предпринята попытка оценить вклад в теплофизические параметры 
процесса охлаждения водных растворов плацентарного альбумина до температуры 
жидкого азота. С этой целью водный раствор плацентарного альбумина 
концентрации 8 мг/мл подвергали предварительному охлаждению до температуры 
-196°C и последующему облучению после отогрева до комнатной температуры 
дозой 1729 Гр. Теплофизические параметры данного образца сравнивали с таковыми 
для образца, который предварительно облучали дозой 1729 Гр, затем охлаждали до 
-196ºC и нагревали до комнатной температуры. Термограммы, зарегистрированные 
для этих образцов, приведены на рис. 3. Расчетные данные теплофизических 
параметров, полуширины теплового эффекта и экспериментальные условия 
приведены в таблице 2. 
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Рис. 3. ДСК термограммы плацентарного альбумина концентрации 8 мг/мл: 1 – доза облучения 
1729 Гр; 2 – термограмму регистрировали после охлаждения до -196ºC,  нагрева до комнатной 
температуры и последующего облучения дозой 1729 Гр; 3 – термограмму регистрировали после 
гамма-облучения образца дозой 1729 Гр, охлаждения до температуры жидкого азота и нагрева 
до комнатной температуры. 

 
Таблица 2 

Замораживание 
до -196ºC 

Доза гамма- 
облучения, 

Гр 

Температура 
плавления t, ºC 

Энтальпия 
плавления 
ΔН, Дж/г. 

Полуширина 
ΔТ1/2, ºC 

- 1729 76,8  15,2±0,8 12,4±0,2 
до облучения 1729 76,9  11,85±0,6 14,9±0,3 

после облучения 1729 75,9  9,95±0,4 12,8±0,2 
 
Из представленных данных следует, что процесс охлаждения водных растворов 

плацентарного альбумина до температуры жидкого азота вносит дополнительный 
вклад в изменение конформационной стабильности белков. Однако более 
значительный вклад в разрушение структуры молекул альбумина оказывает режим, при 
котором образцы сначала подвергались облучению, а затем низкотемпературному 
воздействию. На это указывает уменьшение величины энтальпии и снижение 
температуры пика плавления при данном режиме. Уменьшение значения полуширины 
пика в последнем случае обусловлено, вероятнее всего, разрушением структуры 
молекул альбумина, а не снижением кооперативности процесса плавления. 

 
ВЫВОДЫ 

Гамма-облучение растворов плацентарного альбумина приводит к разрыхлению 
макромолекул, наблюдаемому при дозе 1729 Гр. Снижение кооперативных процессов 
при плавлении начинается при малых дозах облучения (60 Гр). Охлаждение растворов 
альбумина до температуры жидкого азота как до, так и после облучения вносит 
дополнительный вклад в разрушение структуры белка.  
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