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В данной работе рассмотрено образование различных характерных диссипативных 
структур в пленках водного и водно-солевого растворов белка альбумина в процессах 
дегидратации. Показано, что условия проведения экспериментов по дегидратации 
растворов влияют на форму и пространственное распределение двумерных структурных 
образований в пленках растворов белков. Сделан вывод о значении структурной 
самоорганизации пленок в процессе их дегидратации.
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Введение

В настоящее время интерес многих ис-
следователей нацелен на свойства пленок, 
образованных при дегидратации растворов 
белков или их фрагментов (пептидов). Та-
кие материалы используют в физике, химии, 
биологии, медицине, а также в электрони-
ке и нанотехнологиях [1 – 8]. В процессах 
дегидратации происходит быстрый фазо-
вый переход веществ в условиях, далеких 
от равновесных, что в рамках классических 
представлений должно сопровождаться са-
моорганизацией и возникновением упоря-
доченных пространственных структур.

Указанные процессы могут происходить, 
например, при дегидратации водных рас-
творов белков [9 – 11]. Ключевым звеном 
изучения процессов самоорганизации в 
биологических пленках является определе-
ние механизмов фолдинга белка [9]. В ре-
зультате высыхания пленки белка наблю-
дается образование специфической упоря-
доченной морфологической структуры [9]. 
Такая высыхающая пленка представляет 
интерес как естественная модель самоор-
ганизующейся системы с богатым набором 
вариаций течения процесса, определяемых 
ее составом, свойствами подложки и внеш-
ними условиями [10, 12].

Одним из направлений, в котором ис-
пользуются дегидратированные пленки 
биологических жидкостей, является меди-
цинская диагностика. В ней используется 
метод «клиновидной» дегидратации биоло-
гических жидкостей. Известна корреляция 
между параметрами образующихся структур 
в самоорганизованных пленках биожидко-
стей и различными типами патологии орга-
низма [13, 14]. Для понимания физической 
составляющей процессов самоорганизации 
в пленках белка, необходимо учитывать 
влияние различных факторов эксперимен-
та.

Для правильной интерпретации струк-
тур, образующихся в сложных биологиче-
ских жидкостях, в настоящей работе иссле-
дованы водные растворы яичного альбуми-
на (овальбумина) с различными условиями 
проведения экспериментов. При этом рас-
сматривается влияние различных условий 
проведения дегидратации на образование 
структур в пленках овальбумина.

Описание процессов самоорганизации
Согласно представлениям молекуляр-

ной биологии, в процессе самоорганизации 

происходит фолдинг белка, т. е. образова-
ние его третичной структуры (трехмерная 
конформация) в соответствии со структур-
ной информацией, закодированной еще в 
первичной структуре (последовательности 
аминокислотных остатков). С позиций 
физики, развитие самоорганизации – это 
процессы возникновения макроскопически 
упорядоченных пространственно-времен-
ных структур в сложных нелинейных систе-
мах [15]. Самоорганизация белков с физи-
ческой и химической точек зрения подроб-
но описана в работе [16].

Процессы самоорганизации могут иметь 
место только в системах, которые обладают 
высоким уровнем сложности и большим ко-
личеством элементов. Существует несколь-
ко подходов к определению и объяснению 
физической сущности указанных процес-
сов. Это, например, подход И.Р. Пригожи-
на через определение энтропии открытых 
систем [17], а также подход А.П. Руденко с 
позиции эволюционного катализа [18]. Оба 
этих подхода одинаковы в оценке антиэн-
тропийной природы процесса самооргани-
зации, однако они сильно различаются в по-
нимании условий, причин и движущих сил 
самоорганизации, в объяснении механизма 
и установлении ее меры. Близость данных 
подходов к проблеме – это выбор характе-
ристик открытой системы для описания ее 
самоорганизации и оценки ее меры. Однако 
в первом случае – это поток диссипации, 
а во втором – поток внутренней полезной 
работы против состояния равновесия. Дру-
гими словами, мерами самоорганизации 
служат в первом подходе диссипация и ее 
функции, а во втором – внутренняя полез-
ная работа и также ее функции. Различие 
этих подходов, достоинства и недостатки, 
вскрываемые при их сопоставлении, описа-
ны в монографии [19].

При исследовании процессов самоорга-
низации необходимо рассмотрение неустой-
чивых состояний систем и условий фазовых 
переходов, сопровождающихся процессами 
диффузии и диссипации энергии. Для опи-
сания этих процессов применяют матема-
тическое моделирование, например аппа-
рат дифференциальных уравнений [20, 21]. 
При анализе процессов с участием малого 
числа молекул применяют аппарат теории 
вероятности в сочетании с компьютерным 
моделированием.

Для исследования процессов самоорга-
низации при фолдинге белков используют 
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методы физической химии и оптики, т. е. 
изучают взаимодействие вещества со све-
том во всем диапазоне длин волн: от рент-
геновских лучей до радиоволн. Процессы 
самоорганизации белков после разрушения 
их третичной структуры (ренатурация) и их 
структурообразования представляют осо-
бый интерес для таких направлений в на-
уке, как конструирование лекарственных 
препаратов, молекулярная биоэлектроника, 
в том числе биомолекулярные роботы, и 
нанотехнологии [9, 22].

Существует ряд методик для исследо-
вания процессов самоорганизации. Рент-
генография дает прямую информацию о 
расположении атомов в молекулярных кри-
сталлах. С помощью данного метода уста-
новлена структура некоторых витаминов, 
а также обнаружена денатурация молекул 
белков. Данным методом изучают струк-
турообразование белка на молекулярном 
уровне. Он позволяет обнаруживать ре-
шетку дальнего порядка с сильными кова-
лентными химическими связями [23]. Для 
систем, не имеющих дальнего порядка, ин-
формативность рентгеноструктурных мето-
дов снижается.

Синхротронное излучение служит весь-
ма перспективным методом для исследова-
ния биологических процессов, связанных с 
конформационными и другими структур-
ными превращениями на молекулярном и 
надмолекулярном уровнях [20]. Электриче-
ское поле оказывает воздействие на самые 
разнообразные процессы, например такие, 
как фазовые переходы веществ. Оно сни-
жает теплоту испарения воды и повышает 
скорость теплоотдачи в жидкостях. Под 
влиянием электрического поля происходит 

конформационное превращение в растворе 
спирального одноцепочного полинуклеоти-
да в клубковый, причем степень перехода 
является линейной функцией напряженно-
сти поля [24].

Оптические методы позволяют наблю-
дать за ходом биологических процессов в 
реальном времени, практически не оказы-
вая на них существенного влияния.

Методика исследования
Самым простым и доступным методом 

изучения процессов самоорганизации яв-
ляется визуальное (либо аппаратно-реги-
стрируемое) наблюдение за динамикой 
процесса конденсации белка и его фазовых 
переходов в неравновесных условиях: в от-
крытой системе «белок – вода», вдали от 
термодинамического равновесия. Данная 
методика заключается в испарении воды из 
коллоидной системы «белок – вода» (де-
гидратация) с дальнейшей динамической 
визуализацией процесса конденсации и 
самоорганизации белка в равновесных и в 
неравновесных условиях in vitro. Коллоид-
ная система «белок – вода» различной при-
роды (альбумин, тромбин) помещается на 
твердую смачиваемую подложку (стекло) и 
высушивается в открытой системе при ком-
натной температуре и атмосферном давле-
нии. Динамика процесса регистрируется с 
помощью оптического микроскопа и чув-
ствительной ПЗС-камеры.

В результате самоорганизации в пленках 
водных растворов белков, при их высыха-
нии образуются некоторые воспроизводи-
мые структуры. В зависимости от хими-
ческого состава раствора того или иного 
белка, а также условий проведения экспе-

Рис. 1 [9]. Диссипативные структуры, обнаруженные в дегидратированной пленке белка 
овальбумина: a – спирали; b – дендриты

а) b)
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римента, данные структуры могут приоб-
ретать различные форму и объем. Показа-
но [9], что существует два основных типа 
структур: спирали и дендриты. На рис. 1 
представлены данные типы структур.

В следующем разделе представлены 
методика получения данных структур и 
результаты экспериментальных исследова-
ний.

Экспериментальные исследования

Эти исследования были направлены на 
изучение степени влияния условий экспе-
римента на образование различных струк-
тур в пленках белка овальбумина. Рассма-
тривались следующие факторы:

начальный объем раствора,
концентрация белка в растворе,
наличие соли,
кислотность раствора.
Для экспериментов был выбран яичный 

альбумин с начальной концентрацией 20 
% по массе. Далее были подготовлены раз-
личные образцы в соответствии с планом 
эксперимента. Жидкие образцы объемом 1, 
2, 3 и 4 мл помещали в стеклянные чашки 

Петри диаметром 28 мм и подвергали де-
гидратации в течение 48 ч при температуре 
36,6 °С и влажности 20 %. Выбранное зна-
чение температуры соответствовало темпе-
ратуре человеческого организма при нор-
мальных условиях. Степень кислотности 
растворов изменялась с помощью добавле-
ния в раствор 99%-ой уксусной кислоты.

Для каждого экспериментального набо-
ра было проведено по 8 измерений. Изо-
бражения пленок разрешением 896 × 684 
пикселей регистрировались с помощью оп-
тического микроскопа и подключенной к 
нему USB-камеры.

В результате высыхания образцов в чаш-
ках Петри образовывались прозрачные 
пленки белка. В некоторых пленках, в за-
висимости от их состава и условий экспе-
римента, формировались различные по ви-
ду, форме и размеру структуры. При этом 
структуры обнаруживались не по всей пло-
щади чашки Петри, а лишь в отдельных 
ее частях (рис. 2). В центре чашки Петри 
(область 3), в пленке белка формировалось 
небольшое пятно, содержащее трещины.

Ближе к краю чашки (область 2), в этой 
пленке образовывалось кольцо из спираль-
ных структур, расположенных на полиго-
нальных фрагментах пленки, разделенных 
трещинами. В этом кольце фрагменты 
пленки имели меньшую суммарную пло-
щадь, чем в центральной области. У края 
чашки Петри (область 1), наблюдались по-
лусферические трещины с продолговатыми 
ветвеобразными структурами.

Причиной такой локализации являлся 
вынос коллоидной фазы (частиц) на пери-
ферию в процессе испарения воды.

Зависимость структур от концентрации 
белка. Исследовался характер образования 
структур в пленках белка альбумина в зави-
симости от концентрации белка как в ис-
ходном водном растворе, так и в растворе 
хлорида натрия NaCl. При этом использо-
вались образцы объемом 3 мл с различной 
концентрацией белка в растворе (% по мас-
се): 2,5; 5,0; 10 и 20. Экспериментальные 
результаты представлены на рис. 3. Вид-
но, что чем выше начальная концентрация 
белка в водном растворе при постоянном 
объеме, тем плотнее спиральные структу-
ры в пленке белка. Благодаря калибровке 
камеры микроскопа, были получены сред-
ние геометрические размеры спиралей и са-
мих ячеек. Для спиральных структур длина 
внешней окружности и площадь составили 

Рис. 2. Схематическое изображение чашки 
Петри с высушенным образцом яичного 
альбумина. Показаны различные области 

пленки:
1 – край чашки с солевым остатком;

2 – область со спиральными структурами и 
трещинами;

3 – центральная область с трещинами
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Рис. 3. Изменение структур в пленках овальбумина в зависимости от его концентрации 
в водном растворе (% по массе): 2,5 (a), 5,0 (b), 10 (c) и 20 (d)

Рис. 4. Изменение структур в пленках овальбумина в зависимости от объема исходного 20%-го 
водного раствора, мл: 1 (a); 2 (b), 3(c), 4 (d)
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Рис. 5. График зависимости количества образованных структур в пленке овальбумина 
от объема исходного 20%-го водного раствора

Рис. 6. Изменение структур в пленках овальбумина в зависимости от значения показателя pH 
исходного водного раствора: 3,0 (a), 4,2 (b), 4,4 (c), 4,8 (d), 5,2 (e), 5,8 (f), 6,2 (g), 7,0 (h), 7,8 (i)
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примерно 180 мкм и 2500 мкм2, соответ-
ственно. Для самих ячеек эта длина и пло-
щадь составили около 200 мкм и 5000 мкм2.

Изучен также характер образования 
структур в пленках овальбумина в зави-
симости от концентрации белка в сухой 
пленке. В связи с тем, что измерить либо 
изменить концентрацию белка в пленке 
не представлялось возможным, в данных 
опытах отбирались образцы по признаку 
начального объема водного раствора. Для 
эксперимента был выбран 20%-ый раствор. 
Затем растворы объемом 1, 2, 3 и 4 мл по-
мещались в чашки Петри и подвергались 
дегидратации в течение 48 ч. Полученные 
экспериментальные результаты представле-
ны на рис. 4.

Для оценки характера структурирования 
пленки нами было подсчитано примерное 
количество образованных структур (одной 
спирали) на фотографическом изображе-
нии пленки. На рис. 5 графически пред-
ставлен результат такого подсчета.

Из данных рис. 4 и 5 следует, что чем 
больше исходный объем раствора, тем 
больше структур по их размеру и количе-
ству образуется в пленке белка. Это, воз-
можно, связано с тем, что в сухой пленке 
концентрация белка оказывается выше, ес-
ли объем исходного раствора больше.

Зависимость структур от кислотности 
раствора. Для данного эксперимента были 
приготовлены водные растворы белка аль-

бумина с различными значениями водород-
ного показателя pH. С тем, чтобы достичь 
определенной степени кислотности, в рас-
твор белка добавляли уксусную кислоту. С 
учетом предыдущего опыта, для данного 
эксперимента были отобраны образцы объ-
емом 3 мл. На рис. 6 представлены фото-
графии пленок овальбумина с различными 
значениями pH исходных водных раство-
ров.

Из данных рис. 6 следует, что чем ближе 
исходный раствор по значению водородно-
го показателя к 4,8, тем меньше структур 
образуется в пленке белка альбумина. Кро-
ме того, при сильном сдвиге данного по-
казателя раствора в кислую или щелочную 
среду от значения 4,8, структуры приоб-
ретают вид неправильно сформированных 
спиралей. Здесь необходимо отметить, что 
значение pH = 4,8 является изоэлектри-
ческой точкой белка (значение pH, при 
котором суммарный заряд молекул белка 
равен нулю).

Далее, на рис. 7 представлен график, от-
ражающий количество образованных струк-
тур, т. е. количество структур, отнесенное к 
единице площади, в зависимости от значе-
ния pH исходного раствора.

Как видно из графика на рис. 7, при по-
казателях кислотности исходного раствора 
от 7,0 до 7,8 наблюдается формирование 
большого количества структур. То же самое 
происходит и при значениях pH от 3,0 до 

Рис. 7. График зависимости количества структур в пленке белка альбумина от значения pH 
исходного водного раствора
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4,4. При pH = 4,8 наблюдается отсутствие 
структур. Скорее всего, неспособность об-
разовывать структуры вблизи изоэлектри-
ческой точки связана с отсутствием не-
скомпенсированного заряда. Отсюда мож-
но сделать вывод, что способность белка 
образовывать структуры в дегидратирован-
ной пленке непосредственно связана с за-
рядом белковой молекулы. Несмотря на то, 
что погрешности выходят за линию трен-
да, авторы решили оставить эту линию, так 
как на данном графике приведены только 
погрешности измерений и не учитывают-
ся особенности создания водного раствора 
белка и проведения дегидратации.

Фактор наличия солей в растворе. Поми-
мо изучения пленок, полученных из чисто 
водных растворов, было исследовано обра-
зование структур в пленках овальбумина из 
раствора, содержащего хлорид натрия. Для 
таких опытов были приготовлены растворы 
белка с различной концентрацией, в ко-
торых растворителем служил водный рас-
твор NaCl с концентрацией 0,9% (0,15 M). 
Экспериментальные образцы объемом 3 мл 
подвергались дегидратации в течение 8 ч. 
Результаты эксперимента представлены на 
рис. 8.

В отличие от структур, которые образу-
ются в пленках, изготовленных из водно-

го раствора, в пленках из водно-солевого 
раствора образуются так называемые дре-
вовидные структуры. При этом чем выше 
концентрация хлорида натрия в исходном 
растворе, тем плотнее «ветви». При очень 
низкой концентрации белка структура «де-
ревьев» нарушается и образуется плотное 
поле кристаллов. Структуры, приведенные 
на рис. 9, являются двумерными самоаф-
финными фракталами. Основное свойство 
таких структур – инвариантность после 
одновременного, но количественно раз-
ного изменения расстояния вдоль разных 
направлений в пространстве. Иными сло-
вами, в отличие от простого фрактала, са-
моаффинные фракталы нельзя получить 
путем простого растяжения самоповторя-
ющихся фракталов, так как отношение ве-
личин растяжения в разных направлениях 
должно зависеть от размера [26].

Однако если еще и еще понижать кон-
центрацию белка в исходных водно-соле-
вых растворах, то наблюдается образова-
ние фрактальных структур другого типа. 
Примеры таких структур представлены на 
рис. 9. Видно, что структуры при снижении 
концентрации белка начинают приобретать 
все более «ветвистый» вид. На рис. 9,b ви-
ден кристалл хлорида натрия в окружении 
тонких структур. Для объяснения получен-

Рис. 8. Изменение картины дендритных структур в пленках овальбумина в зависимости 
от концентрации белка, %: 10 (a), 5 (b), 2,5 (c), 1,0 (d), 0,5 (e), 0,1 (f).

Пленки получены из водно-солевых растворов (0,1 М NaCl)
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Рис. 9. Изменение картины дендритных структур в пленках овальбумина в зависимости 
от концентрации белка cp в исходных водно-солевых растворах (0,15 М NaCl); cp = 0,05 % (a), 

0,02% (b), 0,01% (c)

ных результатов мы привлекли представле-
ния виттен-сэндеровской модели. Согласно 
указанной модели, частицы добавляются 
одна за другой к одному растущему кла-
стеру. В первоначальной версии агрегаци-
онный процесс возникает от неподвижной 
начальной частицы. Затем агрегат последо-
вательно растет [26]. Структуры, приведен-
ные на рис. 8, относятся к виттен-сэнде-
ровским агрегатам.

Обсуждение результатов

В нашем исследовании рассмотрены не-
которые особенности формирования струк-
тур в пленках белка овальбумина в процес-
се его дегидратационной самоорганизации. 
Экспериментально установлено, что в ре-
зультате дегидратации и сопутствующего 
процесса самоорганизации растворов бел-
ков преимущественно образуются пленоч-
ные пространственные структуры двух ти-
пов. Проведено исследование, как влияют 
на картину образованных структур различ-
ные факторы: кислотность раствора белка, 
наличие в нем хлорида натрия, концентра-
ция белка, а также начальный объем водно-
го раствора. Эксперименты показали, что 
на структурирование «спиралей» влияют 
все вышеперечисленные условия. В целом 
характер самоорганизации белка зависит 
от общих физико-химических свойств по-
лимерных биомакромолекул [16]. Однако, 
чтобы учесть все аспекты проведенных ис-
следований, необходимо проанализировать 
механизмы взаимодействия белка с водой.

Белковая цепь, как и вода, полярна и 
тоже имеет суммарный нулевой заряд. Не-
которые боковые группы также частично 
заряжены. Еще более полярными являются 
заряженные аминокислотные остатки. Как 
пептидные группы основной цепи, так и 

полярные боковые группы действуют как 
доноры и акцепторы водородных связей. 
Они могут образовывать связи друг с дру-
гом или с молекулами воды; и почти все 
они создают такие связи, поскольку типич-
ная энергия водородных связей составляет 
5 ккал/моль, что существенно выше энер-
гии теплового движения.

Если внутримолекулярная связь между 
донором и акцептором водородной связи в 
белке создается в водной среде, то она за-
меняет две водородные связи белка моле-
кулами воды, но при этом создается одно 
звено между молекулами выделенной воды.

С термодинамической точки зрения, 
энергетический баланс рассматриваемой 
реакции близок к нулю, поскольку количе-
ство водородных связей не изменилось [16]. 
Однако в целом энтропия воды возрастает, 
поскольку вода больше не связана с белко-
вой цепью, а молекулы с Н-связью могут 
двигаться произвольно.

Рассмотрим так называемый гидрофоб-
ный эффект. В белках есть много амино-
кислот с углеводородными боковыми груп-
пами, которые образуют гидрофобное ядро 
белковой глобулы. Гидрофобный эффект 
играет очень важную роль в поддержании 
стабильности структуры белка. Именно 
благодаря ему белковая цепь превращается 
в компактную плотную глобулу. «Затверде-
ванию» противопоставляется энтропия вра-
щений и перемещений молекул в жидкости. 
Это связано с тем, что в жидкости каждая 
молекула располагается более или менее 
свободно, а в твердом теле она «зажимает-
ся» кристаллической решеткой. Собствен-
но говоря, энтропия смещений молекулы 
не зависит от ее размера, в отличие от эн-
тальпии, которая растет с увеличением чис-
ла контактов одной молекулы с другими. 
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В белковой цепи роль энтропии смещения 
меньше, так как аминокислотные остатки 
связаны цепью, то есть они не могут дви-
гаться независимо друг от друга, и это по-
могает белку «затвердевать».

Гидрофобный эффект лежит в основе 
90%-ой работы по созданию белковой гло-
булы. Но он сам не может создать собствен-
ный «твердый» белок. Он создает только 
жидкую глобулу белка. Исходя из этого, 
можно заключить, что для изучения про-
цессов самоорганизации белков in vitro не-
обходимо за основу брать водные растворы 
белков. Однако для достижения правиль-
ной самосборки белка необходимо выдер-
живать его концентрацию в определенном 
диапазоне [16].

Как уже было показано (и подтверждено 
нашими опытами), содержание воды влия-
ет на структуру белков, а структура в свою 
очередь отвечает за функциональность бел-
ка. Таким образом, если известно влияние 
концентрации белков в водных растворах 
на образование структур при их дегидрата-
ции, то можно правильно оценивать функ-
циональность белков при дегидратации 
сложных биологических жидкостей в меди-
цинской диагностике.

Заключение

В настоящей работе проведены экспери-
ментальные исследования, направленные 
на выявление зависимости размеров и фор-
мы структур в белковых пленках от условий 
проведения эксперимента.

Анализ результатов проведенных экспе-
риментов позволяет сделать следующие вы-
воды.

На образование спиральных структур су-

щественное влияние оказывает кислотность 
исходного раствора и концентрация белка в 
растворе.

Установлено, что для достижения ста-
бильных структур в пленках белка альбуми-
на необходима кислотность, существенно 
отличная от изоэлектрической точки дан-
ного белка, а также не критически кислая 
или щелочная. Значение водородного пока-
зателя pH раствора должно быть меньше 3,0 
или больше 8,0.

Установлены конкретные значения па-
раметров в условиях проведения экспе-
риментов. Так, для образования плотных 
структур требуется достаточно большой 
объем начального раствора: 3 – 4 мл для 
чашки Петри 28 мм, т. е. толщина пленки 
в жидкой фазе должна составлять минимум 
4 – 5 мм.

Стоит отметить, что процессы самоор-
ганизации способны протекать в образцах 
с самым незначительным объемом. Однако 
диссипативные структуры обнаружить в та-
ких образцах крайне сложно.

В дальнейшем предполагается выпол-
нить количественные исследования струк-
тур, образующихся в пленках белков, в том 
числе при вариации значений водородного 
показателя солевых растворов; измерения 
геометрических параметров структур, опре-
деление соответствия данных параметров 
условиям проведения экспериментов по де-
гидратационной самоорганизации.

Данная статья подготовлена при финан-
совой поддержке Фонда РФФИ, грант № 19-
32-90130. Авторы выражают благодарность 
А.Н. Скворцову за помощь в вопросах био-
физики.
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