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Исследовано взаимодействие лизоцима белка куриного яйца с блок‑сополимерами поли(L‑глута‑
миновой кислоты натриевой соли) и полиэтиленгликоля (PGLU10–PEG, PGLU100–PEG) в водной 
среде и на границе вода–воздух. При проведении исследований применяли широкий спектр фи‑
зико‑химических методов: турбидиметрия, тензиометрия, флуориметрия, КД‑спектроскопия, 
электрофоретическое светорассеяние, просвечивающая электронная микроскопия. Обнаружено, 
что на границе вода–воздух возможно образование смешанных адсорбционных слоев при моль‑
ных соотношениях блок‑сополимер: фермент, не превышающих 2 : 1. В водной среде возможно 
образование комплексов блок‑сополимера PGLU10–PEG и лизоцима со структурой типа ядро–
оболочка и комплексов блок‑сополимера PGLU100–PEG: лизоцим состава 1 : 1 или 2 : 1 (по мо‑
лям). Возможность регулировать свойства продуктов взаимодействия фермента и блок‑сополи‑
меров позволяет разрабатывать стратегии получения антибактериальных препаратов.
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ВВЕДЕНИЕ

Белки (ферменты) – это природные полиэлек‑
тролиты, которые обладают уникальными свой‑
ствами, включая способности к денатурации и ре‑
натурации, образованию гелей и  нановолокон. 
Большое количество ферментов обладает терапев‑
тическими свойствами, однако они, как правило, 
неустойчивы в физиологических условиях, что об‑
условливает потребность в иммобилизации био‑
катализаторов. Иммобилизованные на полимерах 
препараты ферментов широко используются в пи‑
щевой промышленности, при доставке лекарств, 
в изготовлении биосенсоров [1–4].

Блок‑сополимеры полиаминокислот и  поли‑
этиленгликоля (PEG) используют в качестве но‑
сителей для иммобилизации ферментов и белков. 
Установлено, что они взаимодействуют с белками 
и ферментами с образованием полиионных ком‑
плексов, которые представляют собой супрамоле‑
кулярные структуры типа ядро–оболочка. Обще‑
принятой моделью таких структур являются те, 
в состав ядра которых входят белок и полиамино‑
кислота, а оболочка состоит из PEG. Движущей 
силой взаимодействия белка с полимером является 

энтропийный фактор, обусловленный высвобо‑
ждением в раствор противоионов. Роль PEG за‑
ключается в увеличении растворимости в водной 
среде полиионных комплексов, подавлении агре‑
гации частиц комплексов, а также защите от про‑
теолиза включаемых в комплексы белков и пони‑
жении их иммуногенности [5–10].

Лизоцим белка куриного яйца  – небольшой 
глобулярный белок (14.3 кДа) с  высоким значе‑
нием изоэлектрической точки (11.35). Лизоцим – 
распространенный фермент в  организме чело‑
века и  животных: он содержится в  грудном мо‑
локе, слюне, слезной жидкости, сыворотке крови, 
а также в слизистых оболочках органов пищева‑
рения, дыхания, мочеполовой системы [11–15]. 
Лизоцим гидролизует β‑1,4 гликозидные связи 
между N–ацетилмурамовой кислотой и  N–аце‑
тил–d–глюкозоамином в пептидогликане клеточ‑
ных стенок грамположительных микроорганиз‑
мов (Clostridium tyrobutyricum, Staphylococcus aureus, 
Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus). Свой‑
ства лизоцима изучены достаточно хорошо, поэ‑
тому его часто используют в качестве модельного 
белка в физико–химических, структурных и кине‑
тических исследованиях [11, 15, 16].
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В  данной работе изучено взаимодействие 
блок‑сополимеров PGLU–PEG (с  переменной 
длиной PGLU) с антимикробным ферментом ли‑
зоцимом. Исследование взаимодействия лизоцима 
с блок‑сополимерами PGLU–PEG может способ‑
ствовать пониманию подходов к получению само‑
собирающихся функциональных наноматериалов 
с антимикробным действием. Как было сказано 
выше, лизоцим входит в  состав физиологиче‑
ских жидкостей и слизистых оболочек (например, 
слезы, слюна, слизь дыхательных путей), которые 
контактируют с внешней средой. Понимание осо‑
бенностей структуры и функционирования нано‑
материалов как в объеме жидкости, так и на гра‑
нице раздела жидкость–воздух является важной 
фундаментальной и прикладной задачей. В каче‑
стве простейших моделей жидкой фазы и границы 
раздела можно рассмотреть водную фазу и  гра‑
ницу вода–воздух. цель работы – установить вли‑
яние длины фрагмента PGLU на физико‑химиче‑
ские параметры взаимодействия между лизоцимом 
и блок‑сополимерами PGLU–PEG в водной фазе 
и на границе вода–воздух.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

В работе использовали лизоцим белка куриного 
яйца (диализованный и лиофилизованный, L6876), 
M. lysodeikticus ATCC No. 4698 (M3770), соли для 
приготовления буферных растворов фирмы Sigma 
(США); блок‑сополимеры полиэтиленгликоля 
и поли(L‑глутаминовой кислоты натриевой соли) 
фирмы Alamanda polymers (США). Молекулы 
блок‑сополимеров характеризуются наличием 
блока поли(L‑глутаминовой кислоты натриевой 
соли) переменной молекулярной массы (PGLU10 
1.5 кДа и PGLU100 15.0 кДа) и полиэтиленгликоля 
массой 5 кДа (114 структурных звеньев): PGLU10–
PEG (Mw 6.5 кДа), PGLU100–PEG (Mw 20.0 кДа). 
По данным производителя, кривые молекуляр‑
но‑массового распределения обоих полимеров, 
полученные с помощью гель‑проникающей хро‑
матографии, имеют унимодальную форму, коэф‑
фициент полидисперсности составляет 1.0–1.2, что 
соответствует монодисперсной системе.

Получение комплексов лизоцима с блок-
сополимерами PGLU–PEG

Свежеприготовленный водный раствор PGLU–
PEG разбавляли свежеприготовленным водным 
раствором лизоцима необходимой концентрации 
в  объемном соотношении 9 : 1. Смеси лизоцима 
с блок‑сополимерами PGLU–PEG инкубировали 
24 ч при 4°C (низкую температуру выбрали с целью 
избегания инактивации фермента), были получены 
образцы с  концентрацией лизоцима 7.0 · 10–6  М 

и концентрациями PGLU–PEG от 7.8 · 10–6 М до 
2.0 · 10–3 М. Для проведения тензиометрии, спек‑
троскопических исследований, измерения ζ‑потен‑
циала и размера частиц рН растворов с рН ниже 7.0 
доводили до 7.4–7.5 при помощи растворов NaOH 
в концентрации 1 М и 0.1 М. Исследования объем‑
ных и поверхностных свойств растворов проводили 
через 24 ч после смешения компонентов.

Изучение влияния блок-сополимеров 
PGLU–PEG на активность лизоцима

Активность лизоцима определяли методом тур‑
бидиметрии по изменению мутности суспензии 
клеток M. lysodeikticus во времени при длине волны 
600 нм. В фосфатно‑солевом буфере готовили су‑
спензии клеток M. lysodeikticus, содержащие PGLU–
PEG (концентрация от 7.8 · 10–6 М до 5.0 · 10–4 М). 
0.5 мл суспензии клеток помещали в  кварцевую 
кювету, которую инкубировали 3 мин в термоста‑
тируемом кюветном отделении спектрофотометра 
Beckman Coulter DU720 (Beckman Coulter, США) 
для прогрева клеточной суспензии до 25°С и реги‑
страции фонового лизиса. Далее к суспензии кле‑
ток добавляли аликвоту водного раствора лизоцима 
(концентрация фермента в  реакционной смеси 
была 3.5 · 10–7 М) и  регистрировали уменьшение 
мутности во времени до окончания лизиса. Актив‑
ность фермента рассчитывали как тангенс угла на‑
клона начального участка на кривой зависимости 
мутности от времени за вычетом фона.

Исследование взаимодействия лизоцима с блок-
сополимерами PGLU–PEG на границе вода–воздух

Поверхностное натяжение растворов смесей ли‑
зоцима (7.0 · 10–6 М) с блок‑сополимерами PGLU–
PEG (концентрация от 7.8 · 10–6 М до 2.0 · 10–3 М) 
измеряли методом отрыва кольца. В качестве кон‑
троля измеряли поверхностное натяжение водных 
растворов лизоцима и блок‑сополимеров без доба‑
вок в аналогичных концентрациях.

Исследование взаимодействия лизоцима с блок-
сополимерами PGLU–PEG в объеме раствора

Спектры флуоресценции для лизоцима 
(7.0 · 10–6 М) в смесях с PGLU–PEG (от 7.8 · 10–6 М 
до 5.0 · 10–4 М) регистрировали с использованием 
спектрофлуориметра Spectramax M5 (Molecular 
Devices, США) при 25°С, длине оптического пути 
10  мм, диапазоне длин волн от 290 до 400  нм 
с шагом 1 нм (lex = 280 нм). Спектры кругового 
дихроизма при этих же концентрациях фермента 
и блок‑сополимеров регистрировали при помощи 
КД‑спектрометра Jasco–J815 (JASCO Corporation, 
Япония) при скорости сканирования 2 нм/с 
и длине оптического пути 1 мм.
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ζ‑потенциал смесей лизоцима с  PGLU–PEG 
(водная среда, 7.0 · 10–6 М лизоцима, от 7.8 · 10–6 М 
до 5.0 · 10–4 М PGLU–PEG) измеряли на анали‑
заторе Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, 
Malvern, Великобритания). Использовали U‑об‑
разные пластиковые кюветы с интегрированными 
золотыми электродами.

Для визуализации изображений частиц исполь‑
зовали просвечивающий электронный микроскоп 
JEM‑1011 (JEOL Ltd, Япония) с боковой цифро‑
вой фотокамерой ORIUS SC1000W, работающей 
под управлением программы Digital Micrograph 
(GATAN, США). 10 мкл водного раствора образца 
наносили на медную сетку (диаметр 3  мм, 300 
ячеек), покрытую ультратонкой углеродной плен‑
кой, и выдерживали 2 мин. Избыток жидкости уда‑
ляли фильтровальной бумагой, сеточки с нанесен‑
ными образцами обрабатывали 1% раствором ура‑
нилацетета и снова выдерживали 2 мин. Избыток 
жидкости снова удаляли фильтровальной бумагой. 
Исследование образцов проводили при ускоряю‑
щем напряжении 80 кВ и 300000‑кратном увеличе‑
нии. Для определения размеров частиц и статисти‑
ческой обработки данных использовали программу 
ImageJ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изотермы поверхностного натяжения 
блок-сополимеров PGLU–PEG и их смесей 

с лизоцимом на границе вода–воздух

Было исследовано поверхностное натяжение 
трех серий растворов бинарных смесей блок‑сопо‑
лимеров PGLU–PEG с лизоцимом (концентрация 
лизоцима 7.0 · 10–6 М, концентрация блок‑сополи‑
меров от 7.8 · 10–6 М до 2.0 · 10–3 М), растворов лизо‑
цима и блок‑сополимеров. Поверхностное натяже‑
ние раствора лизоцима cоставляет 68.5±1.5 мН/м 
при концентрации фермента 7.0 · 10–6 М. Полу‑
ченное значение хорошо коррелирует с данными, 
приведенными в литературе. Для лизоцима в сопо‑
ставимых концентрациях 5.0 · 10–6 М и 3.5 · 10–6 М 
методом Вильгельми были получены значения по‑
верхностного натяжения 70 и 62.5 мН/м соответ‑
ственно [17, 18].

Линейные гидрофильные диблок‑сополимеры 
PGLU10–PEG, PGLU100–PEG (от  7.8 · 10–6 М до 
2.0 · 10–3 М) проявляют поверхностную активность 
в водных растворах, понижая поверхностное натя‑
жение (рис. 1а, 1б) до определенного постоянного 
значения в 62–63 мН/м, которое сопоставимо со 
значениями, создаваемыми карбоксил‑содержа‑
щими анионными полимерами [19].

Показано, что поверхностная активность по‑
лиакриловой кислоты массой 250 кДа зависела 
от состояния ее ионизации при 30°C, концен‑
трации полимера 3 · 10–9 М. Наиболее высокую 

поверхностную активность полимер проявлял 
в  кислых средах при небольшой степени иони‑
зации. При рН 3.35 (степень ионизации 0.0) по‑
верхностное натяжение на границе вода–воздух 
составляло ~68 мН/м, при рН 3.70 (степень иони‑
зации 0.025) поверхностное натяжение было равно 
~69 мН/м. При рН 6.34 (степень ионизации 0.3), 
7.82 (степень ионизации 0.5), 11.0 (степень иони‑
зации 1.0) полиакриловая кислота проявляла бо‑
лее низкую поверхностную активность. Это вы‑
ражалось в  том, что равновесное значение по‑
верхностного натяжения находилось в диапазоне 
от ~71  мН/м (рН  6.34) до ~72.8  мН/м (рН  11.0) 
[19]. Увеличение степени ионизации карбоксиль‑
ных групп полиакриловой кислоты затрудняло ее 
диффузию к границе раздела фаз из‑за электро‑
статического отталкивания молекул полимера от 
одноименно заряженной межфазной границы, 
создаваемой первыми адсорбированными молеку‑
лами [19–21]. Можно предположить, что по этой 
причине сильного снижения поверхностного на‑
тяжения блок‑сополимерами (относительно по‑
верхностного натяжения воды) не происходит. Из‑
вестно, что при адсорбции высокомолекулярных 
соединений на границе раздела фаз их молекулы 
приобретают сложные конформации с образова‑
нием петель и хвостов [20].

На изотермах поверхностного натяжения 
PGLU10–PEG или PGLU100–PEG в  смеси с  ли‑
зоцимом можно выделить два участка: на первом 
поверхностное натяжение ниже поверхностного 
натяжения блок‑сополимера и на втором поверх‑
ностное натяжение смеси не отличается от натя‑
жения свободного блок‑сополимера (рис. 1а, 1б). 
При Z 1 : 1 или 2 : 1 поверхностное натяжение смеси 
лизоцима с  PGLU10–PEG или с  PGLU100–PEG 
равно или немного ниже поверхностного натяже‑
ния лизоцима и блок‑сополимера. Это означает, 
что на границе раздела фаз находится фермент или 
смешанный адсорбционный слой. При концен‑
трациях PGLU10–PEG или PGLU100–PEG выше 
или равных 3.1 · 10–5 М (Z 4 : 1) происходит полное 
вытеснение лизоцима с границы раздела фаз и по‑
верхностное натяжение определяется блок‑сопо‑
лимером. Можно заключить, что в смесях лизо‑
цима с  блок‑сополимерами на границе раздела 
фаз практически всегда находится блок‑сополи‑
мер. Наиболее вероятно, что при концентрациях 
PGLU10–PEG или PGLU100–PEG выше или рав‑
ных 3.1 · 10–5 М независимо от длины PGLU весь 
лизоцим связывается с блок‑сополимерами и на‑
ходится в объеме раствора.

Взаимодействие лизоцима с блок-сополимерами 
PGLU–PEG в объеме раствора

Известно, что блок‑сополимеры PGLU–
PEG при взаимодействии с  белками образуют 
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блок‑иономерные комплексы с  ядром из по‑
ли(L‑глутаминовой кислоты), содержащим био‑
молекулы, и оболочкой из PEG [1–4, 7]. Эта кон‑
цепция была взята за основу при исследовании 
взаимодействия лизоцима (7.0 · 10–6 М) с блок‑со‑
полимерами PGLU–PEG (от 7.8 · 10–6 М до 5.0 · 10–4 
М) при мольных соотношениях полимер: фермент 
(Z) от 1 : 1 до 70 : 1.

Растворы смесей лизоцима с  блок‑сополиме‑
рами PGLU–PEG имеют слабокислую или сла‑
бощелочную реакцию среды в  зависимости от 
мольного соотношения блок‑сополимер: фермент 

(рН 6.3 при Z 1 : 1, рН 7.7 при Z 70 : 1, рис. 2). На‑
триевая соль поли(L‑глутаминовой кислоты) – по‑
лиэлектролит, карбоксильные группы структур‑
ных звеньев которого могут связывать протоны из 
водной среды (растворы блок‑сополимеров имеют 
слабощелочную реакцию среды, рН ~8). Раствор 
лизоцима (7.0 · 10–6 М) имеет слабокислый рН~6. 
При смешивании растворов лизоцима и блок‑сопо‑
лимеров PGLU–PEG рН образующегося раствора 
при малых Z близок к рН раствора лизоцима, при 
высоких Z – к рН растворов блок‑сополимеров. 
Еще раз отметим, что для проведения исследований 
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Рис. 1. Изотермы поверхностного натяжения для растворов блок‑сополимеров PGLU10–PEG (а), PGLU100–PEG 
(б) в свободном состоянии и в смеси с лизоцимом (7.0 · 10–6 М) в водной среде при 25°С. Серые значки – лизоцим, 
черные значки – блок‑сополимеры, белые значки – смеси лизоцима и блок‑сополимеров.

Рис. 2. Зависимость рН среды смесей лизоцима 
с блок‑сополимерами от концентрации блок‑сопо‑
лимера. Черные столбцы – лизоцим с PGLU10–PEG, 
белые столбцы – лизоцим с PGLU100–PEG.

Рис. 3. Зависимость ζ‑потенциала смесей лизоцима 
с блок‑сополимерами от концентрации блок‑сопо‑
лимера. Черные столбцы – лизоцим с PGLU10–PEG, 
белые столбцы – лизоцим с PGLU100–PEG. Планки 
погрешностей обозначают разброс среднего значе‑
ния ζ‑потенциала.
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рН растворов лизоцима с блок‑сополимерами с рН 
ниже 7.0 доводили до значения 7.4–7.5.

При рН смесей лизоцима с блок‑сополимерами 
молекулы фермента и блок‑сополимеров характе‑
ризуются зарядами противоположного знака. По‑
ложительная величина заряда лизоцима обуслов‑
лена наличием заряженных групп, принадлежащих 
6 остаткам лизина, 11 остаткам аргинина, 1 остатку 
гистидина. Заряд молекулы фермента при рН 7.5 
составляет +7.0 [22]. При указанном рН молекула 
лизоцима характеризуется значением ζ‑потенциала 
в +10–15 мВ [23].

Блок‑сополимеры  PGLU10–PEG  и  PGLU100–
PEG характеризуются значениями ζ‑потенциала 
в –15 ± 1 и –40 ± 2 мВ соответственно. Отрица‑
тельные значения ζ‑потенциала обусловлены на‑
личием ионизованных карбоксильных групп в мо‑
лекулах PGLU–PEG.

При взаимодействии лизоцима с PGLU–PEG 
происходит  частичная  нейтрализация  отрица‑
тельных  зарядов  карбоксильных  групп  блок‑со‑
полимеров  положительными  зарядами  амино‑
групп лизоцима. Это выражается в том, что ζ‑по‑
тенциалы  продуктов  взаимодействия  лизоцима  
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цима с блок‑сополимером PGLU100–PEG, Z 18 : 1 (б).
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с  блок‑сополимерами характеризуются неболь‑
шими отрицательными значениями, находящи‑
мися между ζ‑потенциалами лизоцима и блок‑со‑
полимеров (рис.  3). ζ‑потенциал продуктов 
взаимодействия лизоцима с PGLU10–PEG соот‑
ветствует ζ‑потенциалу комплексов блок‑сополи‑
меров и белка со структурой типа ядро–оболочка, 
в ядро которых входят молекулы белка и PGLU, 
а оболочка состоит из PEG [24]. Продукты взаи‑
модействия лизоцима с PGLU100–PEG имеют до‑
статочно высокий ζ‑потенциал, это означает, что 

вероятнее всего образуются “обычные” комплексы 
полимер–белок.

По мере увеличения концентрации блок‑со‑
полимера PGLU10–PEG при постоянной концен‑
трации лизоцима ζ‑потенциал падает и при Z 4 : 1 
принимает постоянное значение. При взаимодей‑
ствии лизоцима с блок‑сополимером PGLU100–
PEG выход ζ‑потенциала на плато наблюдается 
при Z 2 : 1. Появление постоянного значения 
ζ‑потенциала может означать окончание связы‑
вания лизоцима.
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Молекулы диблок‑сополимеров в  растворе 
ведут себя по‑разному в  зависимости от длины 
PGLU. Диблок‑сополимер PGLU10–PEG образует 
сферические или эллипсоидальные ассоциаты ди‑
аметром 10–15 нм c узким распределением по раз‑
мерам. Блок‑сополимер PGLU100–PEG не склонен 
к ассоциации, в растворе находятся очень мелкие 
частицы диаметром 1–2 нм (рис. 4а, 5а). Молекулы 
блок‑сополимеров PGLU100–PEG обладают высо‑
ким значением ζ‑потенциала, и межмолекулярное 
электростатическое отталкивание, вероятно, пре‑
пятствует образованию ассоциатов.

При взаимодействии лизоцима с PGLU100–PEG 
и PGLU10–PEG значительного увеличения разме‑
ров частиц (по сравнению с размерами блок‑со‑
полимера) не наблюдается (рис. 4б, 5б). Взаимо‑
действие PGLU100–PEG c лизоцимом (Z  18 : 1) 
приводит к  укрупнению частиц от 1–2 нм (для 
PGLU100–PEG) до 3–10 нм. Частицы ассоциатов 
с ζ‑потенциалом в –30 мВ отталкиваются друг от 
друга, что предотвращает их укрупнение. Частицы 
со средним диаметром в 12–17 нм и образуются при 
взаимодействии лизоцима с PGLU10–PEG (Z 18 : 1), 
как уже было сказано выше, это, скорее всего, ком‑
плексы со структурой по типу ядро–оболочка.

Можно заключить, что при взаимодействии 
лизоцима с  блок‑сополимерами PGLU–PEG 
есть возможность регулирования физико‑хи‑
мических свойств образующихся комплексов 

путем изменения количественного состава моле‑
кул блок‑сополимеров. Наноразмерные комплексы 
ядро–оболочка получаются при взаимодействии 
лизоцима с PGLU10–PEG. С блок‑сополимерами 
PGLU100–PEG лизоцим образует комплексы без 
мицеллоподобной структуры.

Флуоресцентная спектроскопия широко ис‑
пользуется при исследовании взаимодействия бел‑
ков с разными лигандами. Как правило, флуорес‑
центную спектроскопию используют для детекти‑
рования изменений третичной структуры белков. 
Молекула лизоцима содержит 6 остатков трипто‑
фана: Trp28, Trp62, Trp63, Trp108, Trp111, Trp123. 
Флуоресценция лизоцима обусловлена почти на 
80% флуоресценцией Trp62 и Trp108, флуоресцен‑
ция Trp63, Trp111 и Trp123 гасится из‑за наличия 
рядом дисульфидных связей Cys76–Cys94 и Cys6–
Cys127 [25, 26]. Trp62, Trp63 и Trp108 расположены 
в активном центре лизоцима, Trp28 и Trp111 рас‑
положены во внутренней гидрофобной области, 
Trp12 расположен на внешней стороне белковой 
глобулы [27].

Спектр флуоресценции лизоцима характеризу‑
ется наличием максимума эмиссии флуоресцен‑
ции (lmax) при длине волны 339 ± 2 нм. Взаимо‑
действие лизоцима с  PGLU10–PEG, PGLU100–
PEG вызывает колебания положения максимума 
флуоресценции фермента (lmax) в  пределах по‑
грешности измерения (рис. 6а). Слабое тушение 
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флуоресценции лизоцима (возрастание RFU0/
RFU, где RFU0  – число единиц флуоресценции 
лизоцима при длине волны 339 нм, RFU – число 
единиц флуоресценции при 339 нм для лизоцима 
в  комплексе с  блок‑сополимером) начинается 
при Z 1 : 1 (для PGLU100–PEG) или при Z 2 : 1 (для 
PGLU10–PEG) и далее с увеличением Z остается 
постоянным. Увеличение длины PGLU способ‑
ствует усилению тушения флуоресценции лизо‑
цима от 7–10% (для PGLU10–PEG) до 30–40% (для 
PGLU100–PEG) (рис. 6б). Отсутствие зависимости 
тушения триптофановой флуоресценции лизоцима 
от концентрации блок‑сополимеров означает, 
что межмолекулярные взаимодействия фермента 
и блок‑сополимеров носят локальный характер. 
Более того, так как тушение слабое и нет смеще‑
ния максимума эмиссии флуоресценции для фер‑
мента при взаимодействии с блок‑сополимерами, 
то можно заключить, что третичная структура ли‑
зоцима сохраняется.

При ассоциации лизоцима с  блок‑сополи‑
мерами PGLU–PEG не происходит изменения 
формы и интенсивности сигнала спектров КД для 
фермента (рис. 7). Это означает, что не происхо‑
дит изменения вторичной структуры молекул фер‑
мента.

Самым важным свойством лизоцима является 
его бактерицидное действие, фермент специфичен 
к  грамположительным микроорганизмам. Было 
исследовано влияние блок‑сополимеров на анти‑
микробную активность лизоцима с  использова‑
нием в качестве субстрата клеток M. lysodeikticus. 
Влияние полианионов на активность лизоцима 
исследовалось и  ранее. Гликопротеин муцин из 

желудка свиньи вследствие своей высокой способ‑
ности к адгезии к клеточным стенкам блокировал 
доступ лизоцима к пептидогликану, и активность 
фермента существенно падала [23]. Альгинаты вы‑
сокой и низкой вязкостей формировали прочные 
комплексы с лизоцимом и создавали стерические 
затруднения при взаимодействии фермента с кле‑
точной стенкой [28]. Блок‑сополимеры PGLU–
PEG не оказывают существенного влияния на 
активность лизоцима (активность фермента со‑
храняется на уровне 80–100%) во всем диапазоне 
исследуемых концентраций (вплоть до 5.0 · 10–4 М) 
вне зависимости от длины PGLU (рис. 8). Эти дан‑
ные согласуются с тем, что активный центр фер‑
мента не вовлечен во взаимодействие между ним 
и блок‑сополимерами.

Ранее было установлено, что включение ли‑
зоцима в комплексы с PEG12k–pAsp34–NH2 (ана‑
логом PGLU–PEG) со структурой по типу ядро–
оболочка приводило к  увеличению активности 
фермента при гидролизе NP–(GlcNAc)4 за счет 
накопления этого субстрата в ядре [9]. Пептидо‑
гликан клеточных стенок представляет собой ги‑
гантскую полимерную сетку, и  его накопление 
в наночастицах невозможно. В связи с этим важно 
исследовать активность лизоцима именно при ги‑
дролизе высокомолекулярного субстрата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При взаимодействии лизоцима белка ку‑
риного яйца с  блок‑сополимерами PGLU10–
PEG, PGLU100–PEG поверхностное натяжение 
на границе раздела вода–воздух определяется 
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Рис. 7. КД‑спектры свободного лизоцима и  фер‑
мента в составе ассоциатов с блок‑сополимерами 
PGLU10–PEG, PGLU100–PEG. Черная линия  – 
свободный лизоцим, черный пунктир  – лизоцим 
с PGLU100–PEG (Z 18 : 1), серый пунктир – лизоцим 
с PGLU10–PEG (Z 18 : 1).

Рис. 8. Влияние блок‑сополимеров на активность 
лизоцима. Черные столбцы – лизоцим с PGLU10–
PEG, белые столбцы – лизоцим с PGLU100–PEG.
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блок‑сополимером при мольном соотношении 
блок‑сополимер: фермент выше 2 : 1. При мольном 
соотношении ниже или равном 2 : 1 возможно су‑
ществование смешанных адсорбционных слоев. 
При взаимодействии лизоцима с  блок‑сополи‑
мерами PGLU–PEG в  объеме раствора образу‑
ются наноразмерные комплексы с отрицательным 
ζ‑потенциалом. Выявлена возможность регуляции 
размеров комплексов и их структуры путем изме‑
нения длины PGLU в молекулах блок‑сополиме‑
ров. С блок‑сополимерами PGLU100–PEG лизоцим 
образует комплексы, в которых на одну молекулу 
фермента приходится 1–2 молекулы блок‑сополи‑
мера. PGLU10–PEG при взаимодействии с лизо‑
цимом образует комплексы с оболочкой из PEG 
и ядром из PGLU и лизоцима, при этом на одну 
молекулу фермента приходится 2–4 молекулы 
блок‑сополимера. Взаимодействие с блок‑сополи‑
мерами сопровождается сохранением вторичной 
и третичной структуры фермента и не приводит 
к  изменению бактерицидной активности лизо‑
цима.
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