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Исследована температурная зависимость длительности флуоресценции триптофана в составе чело-
веческого и бычьего сывороточного альбумина в водном растворе и глицерине в диапазоне темпе-
ратур от –170°C до 20°C. Построена модель прямых и обратных электронных переходов в молекуле
триптофана из возбужденного в основное состояние и в состояние с переносом заряда. Определены
три основные спектральные области флуоресценции триптофана с различным поведением темпе-
ратурных зависимостей скоростей перехода из возбужденного состояния триптофана в состояниe с
переносом заряда. Установлено, что динамика системы водородных связей в выделенных спек-
тральных областях оказывает определяющее влияние на характер изменения длительности флуо-
ресценции триптофана. Обнаруженная в работе нелинейная зависимость скоростей внутримолеку-
лярных переходов от температуры определяется взаимодействием молекул триптофана с его микро-
окружением. Перестройки в системе водородных связей белка альбумина, содержащего молекулу
триптофана, оказывают определяющее влияние на процессы дезактивации возбуждения в трипто-
фане.
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Температурные зависимости динамики спек-
тров флуоресценции и длительности флуорес-
ценции триптофана (Trp) в диапазоне от криоген-
ных температур до комнатной являются важным
источником информации о характере внутримо-
лекулярных взаимодействий ближайшего окру-
жения и возбужденной молекулы Trp [1–5]. Ки-
нетика затухания флуоресценции Trp в растворе,
а также в составе пептидов и белков многокомпо-
нентна. Как правило, во всех экспериментах на-
блюдают 2−3 компоненты кинетики затухания
флуоресценции триптофана с временами от сотен
пикосекунд до десятков наносекунд [6–10]. 

При разных температурах время жизни воз-
бужденных электронных состояний во многом
определяется процессом переноса электрона с

индольного кольца возбужденной молекулы Trp
на амидные группы основного скелета молекулы,
а также в систему водородных связей (Н-связей)
либо растворителя [11, 12], либо на Н-связи бел-
ковой компоненты молекулы альбумина [13] с об-
разованием состояния с переносом заряда. Соль-
ватация возбужденных молекул Trp при взаимо-
действии с ближайшим окружением может
индуцировать температурный сдвиг их спектров
поглощения и флуоресценции [7, 14–17]. Как по-
казано нами ранее [12], понижение температуры
влияет на состояние водородных связей, меняя их
упругость и упорядоченность. Этот эффект и яв-
ляется причиной изменения скорости сольвата-
ции возбужденной молекулы и сопровождается
сдвигом спектра флуоресценции в длинноволно-
вую область.

В работе [18] методом квазиупругого рассея-
ния нейтронов определены три основных

Сокращения: Trp – триптофан, HSA –сывороточный аль-
бумин человека, BSA – бычий сывороточный альбумин,
CTS – состояние с переносом заряда.
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температурных области, определяющие динами-
ку протонов водородных связей в водно-белко-
вой среде. В области I (T < –150°C) протоны
совершают чисто гармонические колебания
около равновесных положений, в области II
(‒150°C ≤ T < –30°C) динамика водно-белковой
среды характеризуется скачкообразной диффузи-
ей протонов по Н-связям в пикосекундном вре-
менном диапазоне. В температурной области III
(T > –30°C) перестройки водно-белковой среды
характеризуются более медленными масштабны-
ми движениями крупных молекулярных фраг-
ментов [18]. В работах [18, 19] были наглядно по-
казаны принципиально отличные изменения
длительности флуоресценции (τфл) молекул Trp в
этих температурных границах. В водном растворе
Trp в температурной области I образуется ста-
бильный цвиттерионный комплекс Н-связей с
молекулой Trp [19]. Вокруг образовавшегося
цвиттерионного хромофора формируется водная
оболочка с частично упорядоченными Н-связями
за счет их взаимодействия с полярными группами
Trp [18, 19]. После возбуждения молекулы Trp
происходит дополнительное упорядочивание
Н-связей за счет увеличения их жесткости [19].
При достижении определенной упорядоченности
системы Н-связей может образоваться квазизона
проводимости, в которой электрон делокализует-
ся с индольного кольца возбужденной молекулы
Trp (Trp*) и может перейти на амидные группы с
образованием состояния с переносом заряда [19].
Такая реакция проходит при достаточно низких
температурах, причем скорость переноса элек-
трона от индольного кольца Trp* в систему водо-
родных связей должна увеличиваться при даль-
нейшем понижении температуры. С другой
стороны, при более высоких температурах (обла-
сти II и III) за счет тепловых флуктуаций квазизо-
на проводимости вырождается, а перенос элек-
трона с индольных колец на амидные группы бу-
дет осуществляться по термоактивационному
механизму. Отметим, что в температурной обла-
сти II возможно также дополнительное упорядо-
чивание Н-связей по аналогии со структурным
фазовым переходом в сегнетоэлектрических кри-
сталлах с Н-связями типа сегнетовой соли [20].
Этот процесс реализуется при таких низких тем-
пературах, когда взаимодействие диполей Н-свя-
зей молекул воды достаточно велико для их вза-
имного упорядочивания, но энергия теплового
движения еще слишком мала, чтобы вызвать их
разупорядочивание. В результате система водо-
родных связей перестраивается за счет диффузи-
онного перескока протонов по Н-связям [18], что
приводит к образованию суммарного дипольного
момента в окрестности молекулы Trp*, электри-
ческое поле которого и вызывает дополнитель-
ную сольватацию возбужденной молекулы Trp.
При этом за счет кулоновского взаимодействия

Trp* с диполями Н-связей наблюдается сильный
красный сдвиг спектра флуоресценции в водном
растворе.

Известно, что функционирование каталитиче-
ских белков тесно связано с их конформацион-
ной динамикой [21]. Для многих таких белков на-
блюдаются переходы между определенными кон-
формационными подсостояниями, контро-
лирующими их активность. Так, на примере
сложной неэкспоненциальной кинетики разде-
ления зарядов в фотосинтетическом реакцион-
ном центре пурпурных бактерий [22] показано,
что эта кинетика в значительной степени отража-
ет микроконформационную динамику белка с те-
чением времени. Можно сделать вывод, что дина-
мика белка оказывает определяющее влияние на
кинетику первичных реакций переноса электро-
нов в фотосинтезирующих организмах. Важно от-
метить, что в цитируемых работах динамику бел-
ка отслеживали по абсорбционным изменениям
триптофановых остатков в структуре белка реак-
ционного центра после его светового возбужде-
ния. Молекула Trp обладает большой разницей в
величине дипольных моментов между возбуж-
денным и основным состояниями, что делает его
спектр поглощения чувствительным к диэлек-
трической природе окружающей среды. При ис-
следовании переноса электрона и динамики бел-
ка (по триптофановому индикатору) при крио-
генных температурах [23] авторы установили, что
способность к переносу электронов при низких
температурах является неотъемлемым свойством
фотосинтетических белков как гетерогенного
растворителя. Возникает вопрос, действительно
ли белки фотосинтетических реакционных цен-
тров обладают специфическими свойствами,
способствующими переносу электронов при
криогенных температурах, или этим свойством
обладают и другие белки. По мнению авторов ра-
боты [23], необходимы дальнейшие тщательные
исследования динамики белковой конформаци-
онной диффузии и кинетики электронного пере-
носа во всем диапазоне температур от криоген-
ных до 295 К.

В определенном смысле наши исследования
направлены на решение этой проблемы. Дей-
ствительно, начатые нами детальные исследова-
ния молекулярно-релаксационных характери-
стик функциональных белков по флуоресценции
внутренних триптофановых индикаторов в диа-
пазоне температур от криогенных до комнатных
могут дать значимую информацию для анализа
механизмов осуществляемых ими функциональ-
ных процессов. В русле этих исследований
интересно выяснить отличия в длительности
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флуоресценции триптофана в составе функцио-
нального белка, в частности альбумина, от этих
параметров в водном растворе триптофана. Важ-
но также определить динамику спектров флуо-
ресценции и внутримолекулярных констант дез-
активации возбужденных состояний молекулы
Trp с молекулярными группами белка, а также с
молекулами окружающего растворителя. В этом
отношении нам представляется актуальным де-
тальное изучение температурных зависимостей
спектров флуоресценции и компонентов кинети-
ки затухания флуоресценции молекул триптофа-
на, а также динамики водородных связей белко-
вой компоненты альбумина для различных обла-
стей спектра флуоресценции триптофана. С этой
целью в данной работе были подробно исследова-
ны температурные зависимости флуоресцентных
характеристик молекул Trp, входящих в состав
двух гомологичных белков, состоящих из одной
поли-пептидной цепи в составе 585 аминокис-
лотных остатков – сывороточного альбумина че-
ловека (HSA) – и в составе 583 аминокислот –
бычьего сывороточного альбумина (BSA). Оба
белка представляют собой по форме эллипсоид
вращения, малые и большие оси которого равны
3.8 и 15 нм соответственно [24]. Обе молекулы
(HSA и BSA) имеют сходные аминокислотные
последовательности и конформации [24]. Так,
HSA содержит один триптофановый остаток в
положении 214 в центральной части молекулы ря-
дом с осью симметрии [24], в то время как BSA
имеет один триптофановый остаток в положении
213, соответствующий положению 214 в HSA, и
второй остаток – в положении 134, находящийся
вблизи поверхности молекулы. Считается, что
Trp213 в BSA находится в условиях, сходных с
остатком Trp214 в HSA, который располагается в
щели, или гидрофобной складке, белковой цепи
[25–28]. Заметим, что в неполярных средах мак-
симум спектра флуоресценции Trp213 локализо-
ван при 335 нм, тогда как максимум спектра флу-
оресценции Trp135 находится при 350 нм [28]. Со-
гласно работе [28], оба Trp в BSA локализуются в
гидрофобных карманах в подобластях IIA
(Trp213) и IB (Trp134). Помимо детального изуче-
ния температурных зависимостей длительности
флуоресценции в различных участках спектра
была также исследована динамика спектров флу-
оресценции в наносекундном временном диапа-
зоне. В частности, показано, что в области фазо-
вого перехода в системе Н-связей в диапазоне
температур от –80°C до 20°C наблюдается резкое
увеличение скорости сольватационного сдвига
спектра флуоресценции Trp, особенно для трип-
тофанов в составе HSA. Подчеркнем, что иссле-

дование температурной зависимости длительно-
сти флуоресценции Trp*, локализованного в бел-
ках HSA и BSA, выполнено впервые.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В экспериментах использовали HSA и BSA

фирмы Sigma (США). Концентрация белков в об-
разцах составляла 20 мкМ. Измерения кинетики
затухания флуоресценции проводили на установ-
ке со счетом фотонов PML-16 (http://www.becker-
hickl.de/pdf/pml16c21.pdf2006, Becker & Hickl,
Германия). Сигнал флуоресценции проходит че-
рез полихроматор, обеспечивающей спектраль-
ную полосу измерительной системы шириной
200 нм с разрешением 12.5 нм/канал. Это позво-
ляет регистрировать трехмерную картину флуо-
ресценции, отражающую изменения длительно-
сти (τ), длины волны (λ) и интенсивности (I) све-
чения. Флуоресценцию образца возбуждали при
280 нм с помощью пикосекундного полупровод-
никового диода EPLED 280 (Edinburg Photonics,
Шотландия). В экспериментах мы могли изме-
рять кинетики затухания флуоресценции для лю-
бого спектрального канала в области 286–425 нм.
Одновременно мы имели возможность регистри-
ровать динамику спектров флуоресценции образ-
ца в различные моменты времени после возбуж-
дения. Подробное описание методики спектраль-
но-кинетических измерений приведено в работах
[15, 17]. Получаемый в результате измерений мас-
сив спектрально-кинетических данных представ-
ляет собой набор кинетик затухания флуоресцен-
ции, зарегистрированных на разных спектраль-
ных каналах в области длин волн 286–425 нм с
интервалом 12.5 нм: 

F(t,λ) = Σiai(λ)exp(–t/τi), i = 1, 2, (1)

где ai(λ) представляет собой зависящий от длины
волны предэкспоненциальный множитель ком-
поненты с временем жизни τi. 

χr
2 рассчитывали по формуле: χr

2 = 1/(N – p –
‒ 1)Σj(dj – fj)

2/dj, j = 1, …, 4096), где dj – экспери-
ментальные значения кинетики затухания флуо-
ресценции в j-й момент времени, fj – значение
рассчитанной для данного момента времени тео-
ретической кривой, равной свертке функции (1) с
аппаратной функцией (f = F⊗IRF), N – число
экспериментальных точек, p – число параметров
теоретической кривой. Для всех выбранных спек-
тральных областей значение χr

2 не превышало ве-
личины 1.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ экспериментальных данных мы прово-

дили на основе модельной схемы переходов в мо-
лекуле Trp, опубликованной ранее [14, 15, 17].
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Здесь мы приводим упрощенную модель для на-
глядности, чтобы не затруднять читателя. Соглас-
но этой модели (рис. 1), процессы дезактивации
возбужденного состояния молекулы Trp пред-
ставляются в виде последовательности событий:

Обозначения констант скоростей приведены в
подписи к рис. 1. В соответствии с этой схемой
кинетика затухания флуоресценции Trp будет
иметь двухкомпонентный характер. 

Из этой схемы следует, что дезактивация воз-
бужденного состояния триптофана происходит
по двум каналам – с испусканием флуоресценции
(kf1) и безызлучательной релаксацией (kr1) в ос-

новное состояние  (kR1 = kf1+ kr1), а также
с переходом молекулы Trp в промежуточное со-
стояние (состояние с переносом заряда, CTS)
Trp* →Trp+R− со скоростью k12. Состояние CTS
рекомбинирует затем со скоростью k21 обратно в

S*-состояние:  Согласно рабо-
те [29], помимо обратного перехода в S*-состоя-
ние распад CTS также может происходить с ис-
пусканием флуоресценции и посредством безыз-
лучательной релаксации в основное состояние

( ) (kR2 = kf2 + kr2). 
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Составив и решив систему дифференциаль-
ных уравнений, описывающих переходы в моле-
куле Trp (рис. 1), мы получим выражения для на-
селенностей n1 и n2, констант скоростей затуха-
ния компонент k1, k2 и соответственно
длительности τ1 и τ2 двух компонент разложения
в кинетике затухания флуоресценции. Эти выра-
жения имеют вид: 

(2)

где g1 = kR1 + k12, g2 = k21 + kR2. 

Параметры a1, a2, b1, b2 определяются из следу-
ющих соотношений: 

Очевидно, что a1 + a2 = 1; b2 = –b1.
При обработке экспериментальных данных

спектр флуоресценции триптофана был разбит на
три участка по аналогии с работами [14, 15, 17, 18].
Это разбиение спектра флуоресценции оправда-
но тем, что динамика протонов водородных свя-
зей в водно-белковой среде различна в этих обла-
стях при различных температурах. Эти три обла-
сти спектра флуоресценции обозначены как
коротковолновая область (280–330 нм) , проме-
жуточная область (330–380 нм) и длинноволно-
вая область (380–430 нм). В коротковолновой об-
ласти спектра флуоресценции излучает та часть
возбужденных молекул Trp, в окрестностях кото-
рой система водородных связей находится в нача-
ле перестройки в электрическом поле Trp*, а про-
тоны флуктуируют вдоль водородных связей. При
этом образуется виртуальная зона проводимости
системы водородных связей, что приводит к уве-
личению скорости перехода Trp* → CTS в области
фазового перехода. Средний участок спектра
флуоресценции Trp* формируется за счет излуче-
ния той части молекул, в окружении которых уже
произошел фазовый переход некоторого числа
водородных связей, а также той части молекул
Trp*, в окружении которых часть системы водо-
родных связей все еще находится в состоянии пе-
рестройки. Наконец, в длинноволновой области
спектра (400–700 нм) флуоресцируют те молеку-
лы Trp*, в окружении которых перестройка водо-
родных связей завершается, а сами водородные
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Рис. 1. Модельная схема кинетических переходов в
триптофане: n1 и n2 – населенности возбужденного
состояния молекул Trp и состояния с переносом
заряда, Trp+R–, или CTS, где R может обозначать как
систему водородных связей в окружении молекулы
Trp, так и амидные группы с электрон-акцепторными
свойствами, связанные с Trp; kR1 = kf1+ kr1 –
константа скорости дезактивации возбужденного
состояния Trp, включающая флуоресценцию (kf1) и
безызлучательную релаксацию (kr1); k12 – скорость
перехода Trp* в состояние CTS; k21 – скорость
рекомбинации CTS → Trp*; kR2 = kf2+ kr2 – скорость
дезактивации CTS за счет флуоресценции и
безызлучательной релаксации; ΔG – разность
уровней свободной энергии состояний Trp* и CTS.
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связи находятся в новом устойчивом положении.
Состояние водородных связей очевидным обра-
зом сказывается на длительности флуоресценции
и скоростях переходов k12 и k21, что хорошо видно
на рис. 3–5. Спектры флуоресценции триптофа-
на в составе HSA и BSA приведены на рис. 2.

Ход экспериментальной температурной зави-
симости длительности τ1 и τ2 (точки) и теоретиче-
ских кривых (сплошные линии) для двух компо-
нент в кинетике затухания флуоресценции Trp в
водном растворе альбумина HSA и BSA в различ-
ных спектральных областях показан на рис. 3а–
5а. Видно, что температурные зависимости вре-
мен затухания короткой и длинной компонент

флуоресценции в данных спектральных областях
имеют немонотонный характер. На рис. 3б–5б
показаны рассчитанные температурные зависи-
мости констант скоростей прямого перехода k12
(Trp* → CTS) и обратного перехода k21
(CTS → Trp*). Из рис. 3б–5б видно, что темпера-
турная зависимость константы скорости перехо-
да k12 в области T < –125°С имеет безактивацион-
ный характер: с увеличением температуры кон-
станта скорости k12 уменьшается пропор-

ционально величине 1/  где TK – абсолютная
температура. Ранее мы показали [15, 17], что для
Trp в водной среде образование квазизоны прово-
димости системы Н-связей может происходить
уже при температурах T < –125°C, что следует из
безактивационного переноса электрона на амид-
ные группы по системе Н-связей. Наоборот, при
T > –90°C с ростом температуры должно проис-
ходить термоактивационное увеличение кон-
станты скорости k12 при постоянной энергии ак-
тивации перехода.

Обработка экспериментальных результатов
выявляет различный характер температурной за-
висимости τ1 и τ2 и скоростей перехода k12 и k21 в
температурной области, где предполагается нели-
нейный характер сольватации возбужденного со-
стояния триптофана (–90°С < T < 20°С) для раз-
личных участков спектра. Для адекватной ап-
проксимации экспериментальной темпера-
турной зависимости k12 во всей исследованной
области температур предполагалась зависимость
энергии активации перехода Ea  от температуры в
температурной области –90°С < T < 20°C в следу-
ющем виде [30]:

,KT

Рис. 2. Спектры флуоресценции триптофана в сос-
таве альбумина HSA и BSA при комнатной
температуре.

Рис. 3. (а) – Температурные зависимости времен τ1 и τ2 кинетик затухания флуоресценции триптофана в водной среде
образцов HSA и BSA в синей области спектра. (б) – Температурные зависимости констант скорости k12 образования
состояния с переносом заряда Trp* → Trp+R– и k21 обратной реакции Trp+R– → Trp* для триптофана в составе
альбумина HSA и BSA в синей спектральной области. Еа – энергия активации перехода.
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(3)

где Er – энергия реорганизации среды при обра-
зовании CTS, ΔG – разность уровней свободной
энергии состояний Trp* и CTS (схема 1). При
этом считалось, что процессы переноса электро-
на происходят в неинвертированной области па-
раметров соотношения (3), для которой выпол-
няется условие ΔG < Er. В этом случае при умень-
шении энергии реорганизации Er энергия
активации перехода Eа также уменьшается и до-
стигает нуля при ΔG = Er (безактивационный пе-
реход). Водородные связи ближайшего окруже-
ния Trp дают определенный вклад в энергию ре-
организации среды и, согласно уравнению (3),
также влияют на величину энергии активации пе-
рехода Trp → CTS.

ОБСУЖДЕНИЕ
Для синего спектрального диапазона состоя-

ние водородных связей альбумина слабо влияет
на энергию активации перехода Eа, в связи с чем
температурная зависимость кинетик затухания
флуоресценции триптофанов в составе HSA и
BSA близка к температурной зависимости с по-
стоянной энергией активации (рис. 3). Более сла-
бый эффект влияния водородных связей водной
среды на скорости перехода k12 и k21 для альбуми-
на в составе HSA по сравнению с данными работ
[15, 17] для триптофана в воде, очевидно, связан с
большим расстоянием молекулы триптофана от
водородных связей среды разведения образцов
из-за наличия белковой оболочки вокруг Trp.
При этом, аналогично работе [15], для BSA на-

( )− +=
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r
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r
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G E
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блюдается температурная область с увеличенной
скоростью k12 и k21, (рис. 3б). Этот эффект можно
объяснить влиянием водородных связей водной
среды на триптофан Trp134 бычьего альбумина,
который расположен в BSA существенно ближе к
поверхности молекулы. Кроме того, видно
(рис. 3б), что изменения в величине энергии ре-
организации среды Еа наблюдаются только для
молекул Trp в BSA. По нашему мнению, этот эф-
фект вызван взаимодействием возбужденной мо-
лекулы Trp134 с водородными связями раствори-
теля (водной среды). Мы полагаем также, что
Trp213 (BSA) и Trp214 (HSA) находятся глубоко в
структуре альбумина и при возбуждении не взаи-
модействуют с Н-связями растворителя. Именно
по этой причине не происходит изменение Еа для
Trp человеческого альбумина. Отсюда следует,
что для Trp HSA в средней спектральной области
происходит процесс формирования фазового пе-
рехода в системе водородных связей самого HSA,
в результате наблюдается увеличение Еа в области
высоких температур и уменьшение Еа в области
низких температур. Данный процесс аналогичен
поведению Еа при фазовом переходе в системе
водородных связей около Trp* в водной среде [17].

Для среднего спектрального диапазона наблю-
дается значительное отличие в температурной за-
висимости длительностей τ1 и τ2, а также кон-
стант скоростей переходов k12 и k21 для HSA от
BSA (рис. 4). Можно сделать предположение, что,
в отличие от триптофана в водной среде, для Trp в
составе HSA в средней, а также и в красной спек-
тральных областях основную роль в динамике
переходов возбужденных состояний играют во-
дородные связи, входящие в структуру HSA.

Рис. 4. (а) – Температурные зависимости τ1 и τ2 времен затухания кинетик флуоресценции триптофана в составе
альбумина HSA и BSA в средней области спектра флуоресценции. (б) – Температурные зависимости констант
скорости k12 образования состояния с переносом заряда Trp* → Trp+R– и k21 обратной реакции Trp+R– → Trp* для
триптофана в составе альбумина HSA и BSA в средней спектральной области. Еа – энергия активации перехода.

2
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В процессе перехода возбужденного состояния
триптофана в составе альбумина HSA в CTS при
температуре выше –90°С важную роль играет ме-
няющееся соотношение между энергией реорга-
низации Er и изменением G в процессе фазового
перехода в системе водородных связей. Из рис. 4
видно, что при росте температуры от –90°С до
‒70°С происходит уменьшение Ea за счет умень-
шения Er в процессе реорганизации водородных
связей. При дальнейшем росте температуры G
уменьшается в результате фазового перехода, со-
провождающегося возникновением дипольного
момента системы водородных связей. Этот фазо-
вый переход понижает энергию Trp*, что приво-
дит к уменьшению величины k12 для триптофана
в макромолекуле HSA (рис. 4б). Такой процесс
аналогичен переходу возбужденного состояния
триптофана в средней спектральной области в
CTS в водной среде [15]. При этом для триптофа-
на в BSA температурная зависимость k12 и k21 со-
ответствует переходу с постоянной энергией ак-
тивации. 

Таким образом, нелинейную зависимость ско-
рости перехода из возбужденного состояния Trp в
состояние с переносом заряда (CTS) по сравне-
нию со стандартной реакцией с постоянной энер-
гией активации Ea мы связываем с фазовым пере-
ходом системы водородных связей в окружении
Trp* в составе альбумина HSA в области темпера-
тур –90°C < T < 20°C. 

В длинноволновом участке спектра (380 нм <
< λ < 420 нм) наблюдается существенно аномаль-
ный характер температурной зависимости скоро-
сти перехода Trp* в состояние CTS k12 для HSA.
Такое явление, по нашему мнению, можно объ-
яснить увеличением числа водородных связей,
участвующих в переходе, за счет дополнительно-
го вовлечения внутримолекулярных водородных
связей, испытывающих фазовый переход. В ре-
зультате уменьшается энергия реорганизации
данной реакции и энергия активации перехода в
CTS. Для BSA процесс формирования области
фазового перехода в системе внутренних водо-
родных связей не развивается, например, в ре-
зультате нарушения симметрии за счет Trp134 и
миграции энергии электронного возбуждения
между Trp213 и Trp134.

Как видно из рис. 5а,б, в длинноволновой об-
ласти спектра флуоресценции в диапазоне темпе-
ратур от –70°С до 20°С происходит уменьшение
времени затухания τ1 и соответственное увеличе-
ние скорости перехода k12. Красный участок
спектра формируется за счет флуоресценции той
части возбужденных молекул триптофана, для
которых количество водородных связей, испыты-
вающих фазовый переход и находящихся в режи-
ме перестройки, наибольшее. В результате одно-

временно с перестройкой системы водородных
связей во время фазового перехода происходит
уменьшение жесткости части водородных связей
в окружении молекул триптофана в составе HSA.
Вследствие этого уменьшается энергия ре-
организации перехода Er. Следовательно,
уменьшается энергия активации перехода Ea (см.
уравнение (3)) в температурной области
‒90°C < T < 20°C и увеличивается скорость пере-
хода возбужденного состояния триптофана в CTS
(рис. 5б). Для BSA данный эффект выражен зна-
чительно слабее (рис. 5а,в). 

На рис. 6 показана динамика спектров флуо-
ресценции триптофана в составе HSA и BSA c ро-
стом температуры от –170°C до 10°C. Видно, что
спектр флуоресценции триптофана в составе BSA
сдвигается значительно слабее, чем в случае HSA.
Следовательно, влияние сольватационных про-
цессов на спектр флуоресценции триптофанов в
BSA значительно слабее, чем в HSA. Этот факт
свидетельствует, что система водородных связей
в белке BSA упорядочена в меньшей степени, чем
в HSA. Очевидно, причиной нарушения упорядо-
ченности сетки Н-связей в BSA является присут-
ствие в структуре молекулы альбумина второй
молекулы триптофана Trp134. На рис. 7 представ-
лена зависимость положения максимумов спек-
тров флуоресценции от температуры для молекул
триптофана в HSA и BSA в водном растворе. Вид-
но, что в случае HSA данная зависимость имеет
нелинейный характер, в то время как для BSA по-
ложение максимума спектра флуоресценции сме-
щается в красную область спектра почти линей-
но. По нашему мнению, это связано с существен-
но нелинейным характером возникновения
фазового перехода в HSA, тогда как для BSA фа-
зовый переход в системе водородных связей в
окружении триптофана практически отсутствует. 

Отметим, что обнаруженные в работе темпера-
турные зависимости констант скоростей прямого
перехода Trp* → CTS (k12) и обратного перехода
CTS → Trp* (k21) наблюдаются только для замо-
роженных водных растворов триптофана, для ко-
торых возможно возникновение упорядоченной
сетки водородных связей [15], тогда как для рас-
твора триптофана в глицерине такие эффекты не
наблюдаются (рис. 5в). Из этого же рисунка вид-
но, что для HSA в глицерине в красной области
спектра флуоресценции триптофана температур-
ная зависимость τ1 качественно аналогична тем-
пературной зависимости τ1 триптофана в HSA в
водной среде в красной области спектра (рис. 5в)
[31]. Это является хорошим подтверждением вы-
вода, что на сольватационную динамику спект-
ров флуоресценции триптофана в составе HSA
основное влияние оказывают внутримолекуляр-
ные водородные связи альбумина, например
водородные связи связанной воды в структуре
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Рис. 5. (а) – Температурные зависимости быстрого (τ1) и медленного (τ2) времен затухания кинетик флуоресценции
триптофана в составе альбумина HSA и BSA в водной среде в красной области спектра. (б) – Температурные
зависимости констант скорости k12 образования состояния с переносом заряда Trp* → Trp+R– и k21 обратного перехода
Trp+R– → Trp* для триптофана в составе альбумина HSA и BSA в красной спектральной области. Еа – энергия
активации перехода. (в) – Температурные зависимости длительности быстрого компонента τ1 кинетик затухания
флуоресценции глицериновых растворов Trp (▲), HSA ( ), BSA (●)  и HSA (♦) в водном растворе в красной
спектральной области.

Рис. 6. Динамика спектров флуоресценции в температурной области фазового перехода в системе водородных связей
HSA-альбумина (а) и BSA-альбумина (б) в окружении Trp*.
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макромолекулы альбумина. При этом темпера-
турная зависимость кинетик флуоресценции
триптофана в составе BSA в красной области
спектра значительно отличается от таковой для
триптофана в составе HSA и не имеет выражен-
ного резонансного характера, соответствующего
фазовому переходу в системе водородных связей
HSA (рис. 5а,в). Известно, что в составе BSA по-
мимо центральной молекулы Trp213 имеется до-
полнительная молекула Trp134, расположенная
близко к периферии молекулы альбумина [32].
Расстояние между молекулами триптофана в по-
ложениях 134 и 213 составляет примерно 6.5 нм.
При этом диполи электронного перехода этих мо-
лекул параллельны друг другу. Величина ферсте-
ровского радиуса взаимодействия между трипто-
фанами в белках равна 7 нм [33]. Очевидно, при
таком пространственном расположении возмож-
на миграция энергии электронного возбуждения
между молекулами триптофана Trp213 и Trp134
[24, 25, 33, 34], что может препятствовать возник-
новению фазового перехода в системе водород-
ных связей BSA [20, 34]. Кроме того, дополни-
тельная молекула триптофана в составе BSA ис-
кажает систему водородных связей [20, 25], что
также может нарушать условие образования в си-
стеме водородных связей фазового перехода. Из
данных по рентгеноструктурному анализу следу-
ет, что молекула альбумина представляет собой
элипсоид с осями, равными 15 нм и 6.6 нм. Длина
молекулы Trp составляет 2 нм. Мы полагаем, что
в молекуле HSA фазовый переход возможен за
счет особой конфигурации системы водородных
связей, которые образуют кольцевую структуру
вокруг оси вращения эллипсоподобной молеку-
лы альбумина. При возбуждении молекулы трип-
тофана в составе HSA (Trp214) фазовый переход
происходит в системе водородных связей вдоль

оси кольцевой структуры системы водородных
связей. С течением времени данный фазовый пе-
реход приводит к возникновению энергетиче-
ской воронки вокруг возбужденной молекулы
триптофана, приводящей к красному сдвигу его
спектра флуоресценции. В случае BSA кольцевая
структура водородных связей искажается в обла-
сти нахождения Trp134, что препятствует возник-
новению фазового перехода в окрестности
Trp213.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе впервые исследована зависи-

мость от температуры длительности флуоресцен-
ции и динамика спектров флуоресценции моле-
кул Trp, входящих в структуру белков HSA и BSA.
Получен принципиально важный результат – в
системе внутримолекулярных водородных связей
HSA наблюдается фазовый переход. В структуру
BSA, помимо центральной молекулы Trp213, вхо-
дит дополнительная молекула Trp134. Асиммет-
ричное расположение этих молекул Trp искажает
систему водородных связей в структуре BSA и на-
рушает условие протекания фазового перехода.
Возникновению фазового перехода может также
препятствовать миграция энергии электронного
возбуждения между Trp213 и Trp134. 

Использованный в работе спектрально-дина-
мический подход также может быть полезен при
исследовании переходов возбужденных пигмен-
тов в белковой среде, обладающей упорядочен-
ной системой водородных связей. В качестве
примера можно привести направленный перенос
электрона по активной цепи в реакционном цен-
тре пурпурных бактерий, несмотря на близкую
симметрию активной и неактивной цепей. В этом
случае перенос электрона по неактивной цепи
может быть блокирован за счет изменения движу-
щей силы ΔG в результате фазового перехода в си-
стеме водородных связей, в то время как для ак-
тивной цепи осуществляется режим безактиваци-
онного переноса электрона. Физически это
может выглядеть, как возникновение в результате
фазового перехода в активной и неактивной це-
пях противоположно направленных электриче-
ских полей, одно из которых блокирует движение
электрона по неактивной цепи, другое обеспечи-
вает его безактивационный перенос по активной
цепи.

Таким образом, можно сделать вывод, что со-
стоянием системы водородных связей также
во многом определяется характер внутримолеку-
лярной микроконформационной динамики бел-
ка, что может влиять на его функциональную
активность. Необходимая информация о меха-
низмах происходящих при этом процессов
может быть получена путем сравнительного ана-
лиза температурных зависимостей параметров

Рис. 7. Температурные зависимости положения мак-
симумов спектров флуоресценции HSA и BSA в вод-
ном растворе. 
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флуоресценции триптофана в растворе и натив-
ном белке.
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 Spectral and Kinetic Characteristics of Tryptophan Fluorescence in Human and Bovine 
Serum Albumin at Different Temperatures

 V.Z. Paschenko*, V.V. Gorokhov*, P.P. Knox*, B.N. Korvatovsky*, N.P. Grishanova*,
S.N. Goryachev*, and A.B. Rubin*

*Department of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/12, Moscow, 119234 Russia

The temperature dependence of the tryptophan fluorescence lifetime in human and bovine serum albumin
in an aqueous solution and glycerol in the temperature range of –170°C to 20°C was studied. A model of for-
ward and reverse electronic transitions in the tryptophan molecule from the excited state to the ground state
and to the charge transfer state was constructed. Three main spectral regions of tryptophan fluorescence with
different behavior of temperature dependences of transition rates from the excited state of tryptophan to the
state with charge transfer were determined. It was found that the dynamics of the hydrogen bonding system
in the selected spectral regions had a determining influence on the character of changes in the duration of
tryptophan fluorescence. The nonlinear dependence of intramolecular transition rates on temperature found
in the work is determined by the interaction of tryptophan molecules with its microenvironment. The rear-
rangements in the hydrogen bonding system of albumin protein containing tryptophan molecule have a de-
termining influence on the processes of excitation deactivation in tryptophan.

Keywords: human serum albumin, bovine serum albumin, tryptophan, fluorescence 
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