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Показано избирательное накопление одновалентных катионов 
K+, Na+, Rb+, Cs+ белками альбумином и гемоглобином. Установ-
лена предпочтительная сорбция калия в присутствии натрия ис-
следуемыми белками. Показано, что с ростом концентрации на-
трия в составе водных растворов белков возрастает количество 
связанного белками калия. Результаты исследований сорбции 
ионов калия в присутствии ионов натрия при различных концен-
трациях их солей хлоридов бычьим сывороточным альбумином и 
гемоглобином совпадают с аналогичными результатами, наблю-
даемыми в исследованиях на живых мышечных клетках.
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Selective accumulation of monovalent cations K+, Na+, Rb+, Cs+ with 
albumin and hemoglobin is shown. Preferential sorption of potassium 
in the presence of sodium with test proteins is determined. It is shown 
that with increasing concentrations of sodium in the composition of 

aqueous solutions of the proteins, the amount of potassium bound by 
proteins increases. The results of investigation concerning sorption of 
potassium ions in the presence of sodium ions at various concentra-
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coincide with similar results observed in studies on living muscle cells.
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Введение

Известно, что в клетке существуют универ-
сальные системы ионного гомеостаза, изменя-
ющиеся при внешних воздействиях. Накоплен 
богатый экспериментальный материал о роли 
ионов в жизнедеятельности клетки, об изменени-
ях параметров ионного гомеостаза при внешних 
воздействиях и в процессах развития. Ионные 
концентрации влияют на активность ферментов. 
Изменения концентраций ионов могут влиять 
не только на активность и специфичность фер-
ментов, но и на стабильность биологических 
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систем [1, 2]. Так, по данным Крогера и Лецци 
[3‒5], гены проявляют дифференциальную чув-
ствительность к отдельным ионам в процессах 
транскрипции, и эти реакции генспецифичны.

Известны работы, посвященные влиянию 
ионов K+ и Na+ на биологические процессы. 
Так, в работах [6‒8] показана возможность воз-
действия этих катионов на уровень биолюминес-
ценции микроорганизмов при ферментативных 
процессах, исследованных in vivo и in vitro, с 
определением соотношений между регистриру-
емыми эффектами. При этом механизм действия 
связывают с влиянием на процессы переноса 
этих катионов [9]. В результате было установ-
лено, что основным эффектом воздействия K+ и 
Na+ на ферментативную активность, связанную 
с генерацией свечения, являлось дозозависимое 
подавление интенсивности биолюминесценции 
бактерий в растворах солей калия и натрия. При 
этом различия в повышении ферментативной 
активности для K+ и Na+ не наблюдались.

История экспериментальных исследований 
состояния K+ и Na+ внутри клетки свидетель-
ствует о многообразии подходов к изучению этой 
проблемы. В ранних экспериментах показано, 
что выделенные нативные белки не связыва-
ют значительное количество щелочных ионов 
[10‒12] и не способны избирательно связывать 
в заметных количествах ионы K+ (или Na+) [13, 
14]. Для того чтобы исследовать эту способность 
в опытах in vitro, Л. Эдельманом проведён экс-
перимент на мышечных клетках, в котором была 
найдена преимущественная аккумуляция в них 
K+, Cs+ над Na+ [15]. Неравномерное распреде-
ление катионов в клетке было также подтверж-
дено с помощью дисперсионного рентгеновского 
микроанализа [16‒18]. В работах [19, 20] было 
показано, что центрами, которые по электроста-
тическому механизму адсорбируют K+, Cs+, Tl+ и 
Na+, являются карбоксильные группы аспараги-
новой и глютаминовой аминокислот всех типов 
белков. Также была теоретически вычислена 
энергия ассоциации (в ккал/моль) ионов K+, Na+, 
Rb+, Cs+ с однозарядной кислотной карбоксиль-
ной группой [21].

В настоящее время актуальной является за-
дача исследования взаимного влияния K+ и Na+ 
при сорбции белками при различных концентра-
циях их в среде. В литературе имеются сообще-
ния о проведении подобных экспериментов на 
портняжной мышце и мышечных клетках ля-
гушки. В работе [22] показана концентрационная 
зависимость накопления Na+ в мышечных клет-
ках от его концентрации в омывающем растворе 
NaCl в присутствии ионов K+ при различных 

его концентрациях в среде. Показано, что при 
увеличении концентрации K+ в растворе выше 
физиологической нормы 2,5 ммоль/л, калий 
полностью вытесняет Na+ из мест связывания. 
Однако до сих пор отсутствуют исследования 
о связывании этих одновалентных катионов 
отдельно взятыми белками. Исходя из анализа 
существующих в литературе данных возникает 
необходимость проведения исследований по 
изучению сорбционных процессов K+ и Na+ 

белками, а также влияния различных физико-
химических факторов на эти процессы.

Целью настоящей работы является исследо-
вание in vitro конкурентного взаимодействия кле-
точных катионов K+ и Na+, а также суррогатных 
Rb+ и Cs+ на отдельно взятых высокоочищенных 
белках – бычьем сывороточном альбумине (БСА) 
и гемоглобине, и взаимного влияния этих катио-
нов на величину их связывания белками.

Материалы и методы

Эксперименты проводили в термостатиру-
емых условиях при температуре 25±0,5 ºC на 
водных растворах белков бычьего сывороточ-
ного альбумина и гемоглобина (Sigma, USA, 
стерильные). Чистоту препаратов определяли 
на пламенном фотометре ПФА-378. Степень 
очистки белков составляла:

‒ для гемоглобина содержание натрия в 
белке составляло 3,2 мг/л, а содержание калия 
0,1 мг/л;

‒ для БСА содержание натрия в белке со-
ставляло 0,9 мг/л, а содержание калия 0,1 мг/л.

В опытах использовались соли хлоридов 
(NaCl, KCl, RbCl, CsCl) с содержанием основного 
компонента более 99% (химически чистые). Рас-
творы солей готовились на дистиллированной 
воде, в концентрациях 10-1 – 10-4 моль/л, методом 
разбавления маточного раствора.

Регистрацию концентраций исследуемых 
катионов K+ и Na+ в растворах проводили на пре-
образователе ионометрическом И-500 с электро-
дной системой, включающей измерительный и 
вспомогательный электроды, предназначенные 
для измерения в водных растворах концентра-
ции одно- и двухвалентных анионов и катионов. 
Предел допускаемого значения основной относи-
тельной погрешности измерения концентрации 
составил ± 2%.

Также для определения количества связан-
ных катионов Rb+, Cs+ и K+ белками использо-
вался рентгеновский спектрофлуориметр – спек-
троскан МАКС–GV. Методика пробоподготовки 
заключалась в следующем: к 20 мл раствора 
белка с концентрацией 0.5 г/л приливалось по 
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10 мл растворов солей щелочных металлов с 
концентрацией 0.25 моль/л. Затем эти 40 мл 
полученного раствора с концентрацией белка 
0.25 г/л и концентрацией солей 0.0625 моль/л 
прокачивались через сорбционный фильтр ДЭ-
ТАТА. После прокачивания рабочего раствора 
фильтр дважды тщательно промывался дистил-
лированной водой. Фильтр слегка подсушивали, 
затем проводили анализ содержания K+, Rb+ 
и Cs+ в осажденных на фильтрах белках. Ре-
зультаты определения концентраций щелочных 
металлов обрабатывались по методу фундамен-
тальных параметров (метод расчета химического 
состава образца без использования стандартных 
образцов и построения калибровочных кривых).

Измерения концентраций свободных ка-
тионов в водных растворах белков проводили 
потенциометрическим методом при постоянном 
перемешивании на стандартной лабораторной 
магнитной мешалке.

Для каждого из белков было проведено по 
две серии опытов. Обе серии состояли из двадца-
ти растворов с одинаковой концентрацией иссле-
дуемых белков. В опыте, в котором определяли 
количество связанных катионов К+ белками в 
присутствии ионов Na+ при различной концен-
трации К+, суммарный объём измеряемого рас-
твора составлял 40 мл. В обеих сериях брали по:

‒ 20 мл раствора белка с концентрацией 0.5 г/л;
‒ 10 мл раствора соли NaCl с концентрацией 

0.5 моль/л для первой серии и 0.05 моль/л для 
второй;

‒ 10 мл раствора соли KCl с концентрацией, 
зависящей от номера измеряемого раствора, и 
получаемой путём разведения маточного раство-
ра с концентрацией 0.2 моль/л для обеих серий.

Значения концентраций связанных катио-
нов калия и натрия белками определяли путём 
вычитания концентрации свободного катиона, 
измеренного с помощью ионоселективного 
электрода, из значения его исходной концентра-
ции в измеряемом растворе.

1. Результаты исследований 
конкурентного взаимодействия K+

в присутствии Na+ при равных
концентрациях их солей хлоридов 
в водных растворах белков
В настоящем исследовании приведены 

результаты экспериментов по сорбции одно-
валентных катионов K+, Na+, Rb+, Cs+ наиболее 
изученными белками – альбумином и гемоглоби-
ном (табл. 1). В опытах использовались растворы 
белков с одинаковой концентрацией в них солей 
хлоридов щелочных металлов.

Таблица 1
Сорбция одновалентных катионов K+, Na+, Rb+, Cs+ 
в водных растворах бычьего сывороточного альбумина 

и гемоглобина при одинаковых концентрациях 
в них солей KCl, NaCl, RbCl, CsCl попарно

Составы солей 
в растворах 
белков

Катион

Концентрация 
сорбированных катионов 

белками, моль/л
БСА Гемоглобин

NaCl = KCl
Na+ 2.55·10-2 2.25·10-2

K+ 3.18·10-2 2.91·10-2

KCl = RbCl
K+ 1.08·10-2 2.56·10-2

Rb+ 2.07·10-2 4.60·10-2

RbCl = CsCl
Rb+ 2.33·10-2 2.58·10-2

Cs+ 3.74·10-2 3.65·10-2

Как видно из результатов проведенных 
исследований, представленных в табл. 1, 
концентрации связанных катионов белками 
располагаются согласно лиотропному ряду 
Na+<K+<Rb+<Cs+ [23], где последовательность 
в сорбционном процессе ионов в этом ряду со-
ответствует уменьшению энергии гидратации. В 
этом же порядке возрастает сродство катионов к 
сильнокислотным анионам [24], т.е. наблюдается 
предпочтительная сорбция элемента, имеющего 
бóльший порядковый номер. Причиной такой из-
бирательности центров связывания белков к ка-
тионам K+ в присутствии Na+, Rb+ в присутствии 
K+, а также Cs+ в присутствии Rb+ являются либо 
величины гидратных радиусов элементов, либо 
их структура и атомная масса. Известно, что в 
ряду одновалентных катионов с ростом атомной 
массы элемента их гидратные радиусы умень-
шаются (например, величина гидратированного 
иона Na+ на 40 % больше, чем у K+). Объяснение 
такой закономерности для одновалентных ионов 
имеется в литературе [25‒27].

В работе [28] показано, что согласно явле-
нию диэлектрического насыщения при электро-
статическом взаимодействии между кислородом 
остатка аминокарбоновой кислоты и свободным 
одновалентным катионом (K+ или Na+) лишь 
гидратированный ион K+, имеющий меньший 
радиус, может войти в область с большей на-
пряжённостью электростатического поля заряда 
(3-4 Ǻ), не только в силу закона Кулона, но и 
из-за меньшего значения диэлектрической по-
стоянной среды и, в результате адсорбироваться, 
тогда как центр более крупного гидратиро-
ванного иона Na+ остаётся за пределом этой 
области (дальше 4 Ǻ от атома кислорода [29]). 
Так, имеет место конкурентное взаимодействие 
за места связывания с анионными центрами 
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белка, и натрий для калия помехой быть не может. 
Использование суррогатных ионов Rb+ и Cs+ в 
эксперименте подтверждает такой механизм вза-
имодействия одновалентных катионов с иссле-
дуемыми белками. Представленные результаты 
эксперимента, проведенного на отдельно взятых 
высокоочищенных белках, полностью согласу-
ются с проведенными ранее исследованиями на 
мышечных клетках [15], что подтверждает еди-
ный механизм взаимодействия одновалентных 
катионов с клеточными белками.

2. Результаты исследований 
конкурентного взаимодействия K+ 
в присутствии Na+ при различных 
концентрациях их солей хлоридов 
в водных растворах белков
В данном исследовании показано влияние 

на накопление исследуемыми белками ио-
нов K+ при различных их концентрациях в рас-

творе при фиксированных нагрузках Na+. На 
рис. 1 и 2 представлены зависимости количе-
ства сорбированного K+ бычьим сывороточным 
альбумином и гемоглобином от концентрации 
этого катиона в растворе. Концентрацию K+ 
варьировали в пределах от 2.5∙10-3 моль/л до 
0.05 моль/л, в то время как концентрация Na+ 
поддерживалась на постоянном уровне в зави-
симости от условий опыта – при максимальной 
(0.5 моль/л) и минимальной его концентрациях 
(0.05 моль/л).

Как видно из результатов, представленных 
на рис. 1 и 2, увеличение концентрации Na+ в сре-
де от 0.05 до 0.5 моль/л влияет на эффективность 
процесса сорбции K+ для каждого исследован-
ного белка. Наблюдаемые различия в значениях 
предельных концентраций аккумулированного 
K+ альбумином и гемоглобином, очевидно, свя-
зано с количеством центров сорбции для этого 
катиона. 

Рис. 1. Зависимость количества связанного K+ с бычьим сывороточным альбу-
мином от концентрации свободного K+ в растворе: кривая 1 – при максимальной 
концентрации Na+ (0.5 моль/л); кривая 2 – при минимальной концентрации Na+ 

(0.05 моль/л)

К настоящему времени расшифрована пер-
вичная структура почти всех типов клеточных 
белков с указанием всех аминокислотных остат-
ков в их структуре. Так, для альбумина общее 
число остатков аспарагиновой и глютаминовой 
аминокислот – рецепторов, связывающих эти 
катионы, составляет 99, и большинство полярных 
боковых групп аминокислотных остатков нахо-

дится на поверхности глобулы. У гемоглобина, 
имеющего более высокий уровень организации, 
тем не менее, общее число связывающих цен-
тров для этих катионов 54. Большее количество 
центров связывания на альбумине по сравнению 
с гемоглобином подтверждает то, что значение 
предельной концентрации связанного K+ альбу-
мином больше, чем гемоглобином.
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В табл. 2 приведены значения максимальных 
концентраций для сорбированного K+ белками 
при максимальной (0.5 моль/л) и минимальной 
(0.05 моль/л) нагрузках Na+.

Таблица 2
Концентрации сорбированного K+ бычьим 
сывороточным альбумином и гемоглобином 

при максимальной и минимальной концентрациях 
Na+ в среде инкубации

Концентрация Na+ 
в растворах белков, 

моль/л

Концентрация сорбированного 
белками K+, моль/л
БСА Гемоглобин

0.5 7.7·10-3 7.5·10-3

0.05 7.5·10-3 7.36·10-3

На основании значений концентраций K+ в 
белках, полученных из анализа рис. 1 и 2 и пред-
ставленных в табл. 2, видно, что при большей 
концентрации в среде натрия сорбция калия 
исследуемыми белками происходит более эффек-
тивно, чем при минимальных его значениях. По-
добный результат был показан в работе [30], где 
была получена зависимость содержания калия в 
портняжной мышце лягушки от его концентра-
ции в среде инкубации при постоянной нагрузке 
натрия 100 ммоль/л.

Таким образом, полученные нами результа-
ты исследований сорбции K+ в присутствии Na+ 
при различных концентрациях их солей хлоридов 
в модельных системах на примере белков бы-
чьего сывороточного альбумина и гемоглобина 

полностью подтверждаются аналогичными ре-
зультатами, наблюдаемыми в исследованиях на 
мышцах, что свидетельствует в пользу единого 
механизма взаимодействия клеточных катионов.

Заключение

На основании результатов проведённых 
исследований можно сделать заключение о том, 
что при равной концентрации солей хлоридов 
NaCl, KCl, RbCl, CsCl попарно в водных рас-
творах бычьего сывороточного альбумина и 
гемоглобина наблюдалась предпочтительная 
сорбция исследуемыми белками элемента, 
имеющего бóльший порядковый номер: K+ ‒ в 
присутствии Na+, Rb+ ‒ в присутствии K+, а так-
же Cs+ ‒ в присутствии Rb+. При исследовании 
сорбционных процессов клеточных катионов 
K+ и Na+ при различных концентрациях их 
солей в растворах отмечалось, что с ростом 
концентрации Na+ в составе водных растворов 
белков количество сорбированного K+ белками 
возрастает. Полученные результаты по сорбции 
отдельно взятыми высокоочищенными белками 
ионов калия в присутствии различной концен-
трации ионов натрия полностью соответствуют 
данным по связыванию одновалентных клеточ-
ных катионов в мышечных клетках.

Авторы выражают благодарность В. В. Мат-
вееву (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург) 
за ценные замечания и предложения при написа-

Рис. 2. Зависимость количества связанного K+ с гемоглобином от концентрации 
свободного K+ в растворе: кривая 1 – при максимальной концентрации Na+ 

(0.5 моль/л); кривая 2 – при минимальной концентрации Na+ (0.05 моль/л)

В. Г. Ребров  и др. Конкурентная сорбция K+ в присутствии Na+ бычьим сывороточным альбумином
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нии настоящей работы, а также сотрудникам 
кафедры аналитической химии и химической 
экологии СГУ профессору, доктору хим. наук 
Р. К. Черновой и аспирантке А. И. Данчук за про-
верку чистоты препаратов белков, использован-
ных нами в экспериментах.
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