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Методами низкоградиентной вискозиметрии и кругового дихроизма изучены конфор-
мационные изменения ДНК в водных растворах, содержащих этанол, изо- и н-пропанол 
в концентрациях 0—23 вес.%, ионной силы  = 0,003 М NaCl, подвергнутых действию 
-излучения дозами 0—30 Гр. Характер зависимости удельного объема (Vуд) ДНК от до-
зы облучения меняется в зависимости от содержания спирта: существует критическая 
концентрация (Скр), при которой происходит перестройка структуры смешанного рас-
творителя, и при Ссп = 12 вес.% < Скр Vуд ДНК убывает с ростом дозы облучения, а при 
Ссп = 23 вес.% > Скр возрастает. В обоих случаях наибольшие значения Vуд ДНК наблю-
даются в водно-этанольных растворах. Вторичная структура макромолекулы в изучае-
мых системах соответствует В-форме. Показано, что наблюдаемые конформационные 
изменения облученной ДНК как при Ссп < Скр, так и при Ссп > Скр не могут объясняться 
только способностью спиртов перехватывать ОН-радикалы, образующиеся при радио-
лизе воды. 
 
К лю ч е в ы е  с л о в а: конформация ДНК, качество растворителя, водно-спиртовые 
растворы, -излучение, ОН-радикалы. 

 
Структура молекулы ДНК в растворе чрезвычайно чувствительна к свойствам растворите-

ля. В стабилизации двойной спирали большую роль играют диполь-дипольные и гидрофобные 
взаимодействия [ 1 ], поэтому понятно, что изменение полярности растворителя может оказы-
вать влияние на конформацию макромолекулы. Снижения полярности растворителя можно 
достичь, например, используя добавки типа алифатических спиртов, молекулы которых имеют 
дипольный момент меньший, чем дипольный момент молекулы воды [ 2 ]. Действительно, опыт 
показывает, что введение спиртов в раствор ДНК может радикальным образом изменить ее 
структуру: при больших концентрациях спирты денатурируют и осаждают ДНК [ 3 ], при кон-
центрациях около 70—80 об.% происходит переход во вторичной структуре макромолекулы 
типа ВС, ВА или СА в зависимости от природы и концентрации органического компо-
нента и низкомолекулярной соли, вызванный уменьшением степени гидратации двойной спи-
рали [ 4—6 ]. Изменения во вторичной структуре ДНК, которые можно наблюдать, исследуя 
спектры кругового дихроизма (КД), могут возникать и при меньшем содержании спирта при 
увеличении ионной силы раствора [ 7, 8 ]. Присутствие спиртов в растворе уменьшает концен-
трацию многовалентных катионов, при которых происходит конденсация ДНК [ 8, 9 ], причем 
влияние неэлектролитов не ограничивается снижением диэлектрической проницаемости  рас-
твора, так как число и форма сконденсированных частиц при одном и том же значении  среды, 
как оказалось, зависят и от природы используемого спирта [ 9 ]. Действительно, макроскопиче-
ский параметр , используемый для характеристики полярности растворителей, не вполне под-
ходит для измерения микроскопических межмолекулярных взаимодействий — вблизи молекул 
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растворенного вещества, структурирующего вокруг себя молекулы растворителя, диэлектриче-
ская проницаемость растворителя может отличаться от  чистого растворителя [ 10 ].  

В частности, при рассмотрении взаимодействий ДНК—растворитель в спиртово-водных 
растворах оказывается, что весьма существенную роль также играет структура водородных 
связей в среде. При относительно низкой концентрации спирта (так называемой критической 
концентрации, Скр, для этанола 16,5 вес.% или 3,5 моль/л), не зависящей от ионной силы рас-
твора, был обнаружен переход на уровне третичной структуры макромолекулы — кооператив-
ное падение удельного объема (Vуд), — не затрагивающий ее вторичную структуру и равновес-
ную жесткость [ 11—13 ]. Этот переход был изучен для ряда алифатических спиртов и было 
установлено, что критическая концентрация неэлектролита зависит от длины и степени раз-
ветвленности его углеводородной цепочки: Смет кр < Сэт кр < Сизо-пр кр < Сн-пр кр < Стрет-бут кр. В пре-
делах погрешности эксперимента Скр совпадает с концентрацией, при которой происходит из-
менение структуры растворителя, наблюдаемое в исследованиях термодинамических, спек-
тральных и других свойств спиртово-водных смесей [ 14—20 ]. Авторы этих работ указывают, 
что при концентрации спирта Ссп < Скр гидрофобные группы спирта располагаются в полостях 
рыхлой структуры воды, а ОН-группы участвуют в образовании водородных связей с молекула-
ми воды. При этом происходит стабилизация структуры воды, т.е. увеличивается прочность 
водородных связей между молекулами воды, контактирующими с неполярными группами, 
вследствие затруднения их вращений. Когда концентрация спирта увеличивается до Скр, его 
гидрофобные группы перестают умещаться в водных полостях и происходит разрушение 
структуры воды. При Ссп > Скр возникает новая структура растворителя, в которой увеличива-
ется число контактов молекул воды с неполярными группами спирта [ 20 ]. Авторы [ 11—13 ] 
сделали вывод, что изменение объема ДНК, наблюдаемое при Ссп = Скр, связано с перестройкой 
структуры смешанного растворителя. Интересно отметить, что с ростом концентрации соли  
в растворе величина относительного снижения Vуд ДНК при Ссп = Скр уменьшается, и при 
 > 0,1 М NаCl кооперативный переход исчезает вовсе — объем макромолекулы остается неиз-
менным [ 11—13 ]. Само же значение Скр не зависит от концентрации соли. 

Известно, что алифатические спирты являются перехватчиками OH-радикалов и тем са-
мым способны защищать биологические макромолекулы от косвенного действия радиации [ 21, 
22 ]. Исследование -облученных растворов ДНК, содержащих этанол, показало, что зависи-
мость удельного объема облученной макромолекулы от Сэт имеет особенность при Сэт = Скр 
[ 23—25 ]. Было показано, что в области Сэт < Скр с увеличением содержания этанола уменьша-
ется действие радиации на Vуд ДНК. Авторы [ 23—25 ] предположили, что это связано с радио-
протекторными свойствами этанола. В области Сэт > Скр наблюдалась инверсия дозовой зави-
симости Vуд ДНК по сравнению с ее поведением в водном и водно-этанольном растворе при 
Сэт < Скр — с ростом дозы облучения объем макромолекулы увеличивался. Таким образом, по- 
 

Т а б л и ц а  1  

Полярность использованных в работе растворителей 

 (t = 20 C) [ 27 ]  

водный раствор Растворитель 
Дипольный  

момент молекулы, 
Д [ 26 ] 

чистое 
вещество (Cсп = 10 вес.%) (Cсп = 20 вес.%) 

Вода 1,84 80,37   
Этанол 1,68 24,98 72,35* 67,55** 
изо-Пропанол 1,68 18,62 73,11 65,72 
н-Пропанол 1,64 20,81 73,52 66,54 

 

 

 

  * t = 25 C, С(эт) = 12,1 вес.%. 
** t = 25 С, С(эт) = 20,8 вес.%. 
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нятно, что структурные перестройки в облучае-
мом водно-спиртовом растворе оказывают суще-
ственное влияние на конформацию молекулы 
ДНК. В настоящей работе предпринято изучение 
конформационных параметров макромолекулы, 
-облученной в присутствии трех алифатических 
спиртов — этанола, изо- и н-пропанола. Исполь-
зование органических сорастворителей, разли-
чающихся полярностью (табл. 1) и скоростью 
взаимодействия с ОН-радикалами (табл. 2), дол-
жно было помочь выявить влияние термодинамического качества растворителя и его радиопро-
текторных свойств на конформационные изменения молекулы ДНК в процессе -облучения. 

Т а б л и ц а  2  

Константы скорости реакций исследованных  
спиртов с ОН-радикалами 

kOH, дм3 моль–1 с–1 Спирт Литература 

1,8 109 Этанол [ 28 ] 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Использовали ДНК фирмы Serva из тимуса теленка молекулярной массы 12 МДа. Молеку-
лярную массу ДНК определяли по значению характеристической вязкости [] в растворе 
0,15 М NaCl [ 29 ]. Концентрацию ДНК в растворе c определяли по методу Спирина [ 30 ]. Оп-
тическое поглощение растворов ДНК измеряли на спектрофотометре СФ-26 (Россия). Круговой 
дихроизм изучали на дихрографе Mark IV (Франция). Для всех исследованных систем оценива-
ли молярный коэффициент экстинкции Е260(P). Использовали растворы, для которых величина 
Е260(P) соответствовала нативному состоянию ДНК (Е260(P) < 6900). Этиловый спирт предвари-
тельно перегоняли. Спектры УФ поглощения перегнанного этанола свидетельствовали об от-
сутствии примесей, поглощающих в интересующей нас области (200—300 нм). Содержание 
спирта в использованных для приготовления растворов реактивах (изо-пропанол и н-пропанол 
марки х. ч. не перегоняли) определяли по их плотности (измеряли пикнометрически) по спра-
вочным данным для плотностей спиртово-водных растворов [ 26 ]. Спиртово-водные растворы 
ДНК готовили, как описано в [ 23 ]. Относительная погрешность приготовления заданной кон-
центрации спирта в растворах — 5 %. Концентрация электролита во всех исследуемых раство-
рах — 0,003 М NaCl.  

Растворы ДНК подвергали воздействию -излучения 60Co в аэробных условиях на установ-
ке Исследователь в Петербургском институте ядерной физики им. Б.П. Константинова. Мощ-
ность дозы составляла 20 Гр/мин. Концентрация ДНК в облучаемых растворах составляла 
c = 0,01 г/дл. 

Вискозиметрия. Относительную вязкость r растворов ДНК различной концентрации из-
меряли в модифицированном низкоградиентном магнитном ротационном вискозиметре [ 31 ] 
при разных значениях градиента скорости потока g и экстраполировали к g = 0. Значение ха-
рактеристической вязкости находили экстраполяцией по формуле 

r 0

0

( 1)
[ ] lim .g

c c




  
   

 
 

Характеристическая вязкость ДНК пропорциональна удельному объему макромолекулы в рас-
творе (Vуд). Согласно формуле Флори [ 32 ], величина [] связана с параметрами полимера: 

 
 3/ 2

2
3/ 20

3 ( )
[ ] ,

h LA

M M
     3  (1) 

где  3/ 2
2
0h  — среднеквадратичное расстояние между концами невозмущенной цепи;  — ко-

эффициент линейного набухания макромолекулы в хорошем растворителе;  — коэффициент 
Флори; L — гидродинамическая длина макромолекулы; A — длина статистического сегмента, 
М — молекулярная масса ДНК. Таким образом, величина [] определяется как ближними 

изо-Пропанол 2,0 109 [ 22 ] 

н-Пропанол 2,7 109 [ 22 ] 
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взаимодействиями в цепи ДНК, т.е. жесткостью макромолекулы A, так и дальними взаимодей-
ствиями  — ее набуханием в хорошем растворителе. Коэффициент линейного набухания  
молекулы полиэлектролита, находящейся в растворе, имеет две составляющие:  = el + t , el 
определяется электростатическим расталкиванием далеких по цепи звеньев и характерно толь-
ко для полиэлектролитов; t — определяется термодинамическим сродством полимера и рас-
творителя и проявляется как для полиэлектролитов, так и для незаряженных полимеров [ 33 ]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В работе изучали гидродинамические и спектральные параметры молекулы ДНК в раство-
рах, содержащих различные концентрации этанола, изо- и н-пропанола в интервале 0—
23 вес.%, подвергнутых действию -излучения в дозах 0—30 Гр. Полученная нами зависимость 
характеристической вязкости необлученной ДНК молекулярной массы 12 MДa от концентра-
ции неэлектролита показана на рис. 1. Видно, что падение [] ДНК при достижении критиче-
ской концентрации спирта тем больше, чем более гидрофобный спирт присутствует в растворе. 
Отметим, что для вычисления [] ДНК используется экстраполяция экспериментальной зави-

симости приведенной вязкости r 0( 1)
( )g f c

c
  

 
 

 к с = 0. Для получения растворов разной 

концентрации ДНК мы использовали растворитель, имеющий ту же концентрацию спирта  
и электролита NaCl. На рис. 2 приведены примеры полученных зависимостей. Их линейный 
характер в области малых с свидетельствует об изоионности разбавления и дает возможность 
корректно определить [] ДНК.  

Наблюдаемое поведение Vуд необлученной ДНК в спиртово-водных растворах (см. рис. 1) 
хорошо согласуется с полученными ранее результатами для образцов ДНК большей молеку-
лярной массы (M = 28 MДa) [ 11—13 ]. В этих работах показано, что равновесная жесткость 
макромолекулы не претерпевает изменений в диапазоне концентраций данных сорастворителей 
0—23 вес.%. Таким образом, согласно формуле Флори (1) падение [] ДНК обусловлено только 
изменением объемных эффектов в цепи макромолекулы (коэффициента ), т.е. скачкообразным 
изменением взаимодействия полимер—растворитель. Понятно поэтому, что наблюдаемые объем-
ные эффекты нельзя объяснить изменением диэлектрической проницаемости среды —  спир-
тово-водной смеси уменьшается монотонно и плавно с ростом концентрации спирта. Незави-
симость Скр для всех исследованных в работах [ 11—13 ] органических сорастворителей от  
 

 

 
 

Рис. 1. Зависимость характеристической вязкости 
ДНК от концентрации алифатических спиртов 
в растворе: 1 — этанол, 2 — изо-пропанол, 3 — 
                   н-пропанол ( = 0,003 М NaCl) 

 

 
 

Рис. 2. Зависимость приведенной вязкости рас-
творов ДНК от концентрации ДНК в растворах 
c различным содержанием спиртов: 1 — Ссп = 0, 
2 — Сэт = 10 вес.%, 3 — Сизо = 10 вес.%, 
4 — Сэт = 18 вес.%, 5 — Сизо-пр = 18 вес.%, 
                         6 — Сн-пр = 18 вес.% 
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Рис. 3. Дозовые зависимости характеристической вязкости ДНК, облученной в водно-спиртовых растворах 
 

ионной силы раствора свидетельствует, по мнению авторов, о неэлектролитной природе наблю-
даемого явления. Иными словами, наблюдаемые объемные эффекты обусловлены изменением 
t, тогда как el, чувствительное к изменению экранировки, остается неизменным. Постоянство 
[] ДНК при Ссп < Скр может объясняться тем, что в этом интервале концентраций спиртов 
предположительно отсутствуют контакты ДНК—спирт. Когда при Ссп > Скр возникает новая 
структура растворителя, термодинамическое качество растворителя для ДНК скачкообразно 
ухудшается. Можно предположить, что при Ссп > Скр возникают контакты ДНК—спирт. Отме-
тим, что в данном случае снижение [] ДНК не связано с ее высаживанием в спиртово-водных 
растворах, так как авторы [ 11—13 ] доказали для образца ДНК M = 28 MДa отсутствие выса-
живания при Ссп  30 вес.%. Таким образом, для используемого нами образца ДНК M = 12 MДa 
высаживание еще менее вероятно. 

Обратимся к результатам исследования -облученных водно-спиртовых растворов ДНК. 
На рис. 3, а представлены дозовые зависимости [] ДНК при Ссп = 12 вес.% < Скр для всех ис-
следуемых спиртов. В водном растворе удельный объем ДНК резко снижается с ростом дозы 
облучения, что хорошо согласуется с известными данными [ 34, 35 ]. Присутствие спиртов  
в растворе уменьшает действие радиации на Vуд ДНК, причем наибольший эффект достигается 
в водно-этанольных растворах. В меньшей степени влияют на действие радиации на Vуд ДНК  
н- и изо-пропанолы. Следует отметить, что подобное влияние спиртов на объем макромолекулы 
в облученных растворах не может быть объяснено только тем, что спирты перехватывают ОН-
радикалы и таким образом защищают макромолекулу от радиационных повреждений (хотя, 
безусловно, спирты реагируют с ОН-радикалами, возникающими при радиолизе воды, и эти 
процессы должны вносить свой вклад в наблюдаемые нами эффекты). В табл. 2 приведены кон-
станты скорости реакций исследуемых спиртов с ОН-радикалами. Видно, что для этанола kOH 
имеет наименьшее значение, т.е. среди исследуемых спиртов он наихудший перехватчик.  

При концентрации органического компонента больше критической (Ссп = 23 вес.% > Скр) 
наблюдается инверсия дозовой зависимости [] ДНК по сравнению с характером зависимости 
при Ссп < Скр (см. рис. 3, б) — Vуд ДНК растет с увеличением дозы облучения. На наш взгляд, 
вероятность образования межмолекулярных сшивок (которые могли бы повлечь рост [] ДНК  
с ростом дозы облучения) в рассматриваемых условиях крайне мала как из-за небольшой кон-
центрации ДНК в облучаемых растворах, так и из-за дополнительной компактизации необлу-
ченной макромолекулы при Cсп > Cкр (см. рис. 1). В этой области концентраций так же, как  
и при Ссп < Скр, наибольшие значения Vуд ДНК наблюдаются в облученных водно-этанольных 
растворах.  

Отметим, что спектры КД ДНК, полученные для всех исследованных систем, соответствуют 
В-форме, хотя и обнаруживают незначительные изменения по сравнению со спектром интактной 
ДНК в водном растворе. На рис. 4 для примера показаны спектры КД ДНК, облученной в водно-  
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Рис. 4. Спектры КД ДНК при разных дозах облучения. 
а: 1 — Ссп = 0, D = 0, Сизо-пр = 12 вес.%; 2 — D = 0; 3 — D = 10 Гр; 4 — D = 30 Гр;  б: 1 — Ссп = 0, D = 0, Сизо-пр = 
                                                        = 23 вес.%; 2 — D = 0; 3 — D = 10 Гр; 4 — D = 30 Гр 

 
пропанольных растворах при Сизо-пр = 12 вес.% < Скр и при Сизо-пр = 23 вес.% > Скр соответствен-
но. Спектры КД ДНК, облученной в водно-этанольных растворах ионной силы 0,003 М NaCl 
при Сэт < Скр и Сэт > Скр приведены ранее в работе [ 25 ].  

Резюмируя, можно сделать следующие заключения относительно наблюдаемого поведения 
Vуд ДНК, -облученной в водно-спиртовых растворах. Как в случае Ссп < Скр, так и в случае 
Ссп > Скр мы наблюдаем изменение взаимодействия полимер—растворитель под действием об-
лучения. Это может объясняться тем, что -облучение модифицирует свойства как ДНК, так  
и растворителя. Но если при Ссп < Скр с ростом дозы облучения сродство ДНК к растворителю 
уменьшается, то при Ссп > Скр, наоборот, — облучение приводит к дополнительному набуха-
нию макромолекулы (на рис. 3, б видно, что объем ДНК, облученной дозой 30 Гр в водно-
этанольном растворе с Сэт = 23 вес.% сравнялся с объемом интактной макромолекулы в водно-
солевом растворе без органических добавок). При этом в обоих случаях наибольшее сродство 
ДНК проявляет к этанолу — наименее гидрофобному из всех исследованных спиртов. Безус-
ловно, существенную роль в наблюдаемых эффектах играет перестройка структуры спиртово-
водного растворителя, происходящая при Скр. Способность же спиртов конкурировать с ДНК за 
ОН-радикалы, судя по всему, не является определяющим фактором в наблюдаемом явлении. 
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