
ЭЛЕКТРОХИМИЯ, 2024, том 60, № 6, с. 387–398

387

УДК 578.23+54.03

АДСОРБЦИЯ ПОЛИПРОТЕИНА Gag 
ВИРУСА ИММУНОДЕФИЦИТА ЧЕЛОВЕКА НА ЛИПИДНЫХ 

МЕМБРАНАХ: ИССЛЕДОВАНИЕ МЕТОДОМ КОМПЕНСАЦИИ 
ВНУТРИМЕМБРАННОГО ПОЛЯ

© 2024 г.   З. Г. Дениеваa, *, К. И. Макринскийa, Ю. А. Ермаковa, О. В. Батищевa, **
aИнститут физической химии и электрохимии им. А.Н. Фрумкина РАН, Москва, Россия

*e-mail: zaret03@mail.ru
**e-mail: olegbati@gmail.com

Поступила в редакцию 18.10.2023 г.
После доработки 21.11.2023 г.

Принята к публикации 27.11.2023 г.

Полипротеин Gag  – это основной структурный белок вируса иммунодефицита человека (ВИЧ). 
Он ответственен за сборку новых вирусных частиц в инфицированной клетке. Данный процесс 
происходит на плазматической мембране клетки и,  во многом, регулируется взаимодействиями 
Gag с липидным матриксом клеточной мембраны. В настоящей работе с помощью метода компен-
сации внутримембранного поля и электрокинетических измерений дзета-потенциала в суспензии 
липосом нами было изучено связывание немиристоилированого полипротеина Gag ВИЧ с  мо-
дельными липидными мембранами. Для количественной оценки аффинности белка к заряжен-
ным и незаряженным липидным бислоям были получены изотермы адсорбции Gag и вычислены 
константы связывания. Показано, что данный белок способен взаимодействовать с  обоими ти-
пами мембран примерно с одинаковыми истинными константами связывания (KPC = 8 × 106 М–1 
и KPS = 3 × 106 М–1). Однако присутствие в липидном бислое анионного липида фосфатидилсерина 
значительно усиливает адсорбцию белка на мембране за счет дополнительного влияния создавае-
мого им поверхностного скачка потенциала вблизи мембраны (KPS

эфф = 37.2 × 106 М–1). Таким об-
разом, взаимодействие Gag с мембранами определяется, скорее, гидрофобными взаимодействиями 
и площадью, приходящейся на одну липидную молекулу, в то время как наличие отрицательного 
поверхностного заряда лишь увеличивает концентрацию положительно заряженного белка вблизи 
мембраны.
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на, компенсация внутримембранного поля, граничные потенциалы
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The Gag polyprotein is the main structural protein of the human immunodeficiency virus (HIV). It is respon-
sible for the assembly of new viral particles in the infected cell. This process occurs on the plasma membrane 
of the cell and is largely regulated by the interactions of Gag with the lipid matrix of the cell membrane. In 
this work, using the inner field compensation method and electrokinetic measurements of the zeta potential 
in a liposome suspension, we studied the binding of the HIV non-myristoylated Gag polyprotein to model 
lipid membranes. To quantify protein affinity for charged and uncharged lipid bilayers, Gag adsorption iso-
therms were obtained and binding constants were calculated. It has been shown that this protein is able to 
interact with both types of membranes with approximately the same binding constants (KPC = 8 × 106 M–1 
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and KPS = 3 × 106 M–1). However, the presence of the anionic lipid phosphatidylserine in the lipid bilayer 
significantly enhances protein adsorption on the membrane due to the additional influence of the surface 
potential jump it creates near the membrane (KPS

eff = 37.2 × 106 M–1). Thus, the interaction of Gag with 
membranes is determined rather by hydrophobic interactions and the area per lipid molecule, while the pres-
ence of a negative surface charge only increases the concentration of the positively charged protein near the 
membrane.

Keywords: Human immunodeficiency virus, Gag polyprotein, lipid bilayer membrane, inner field compensa-
tion technique, boundary potentials

ВВЕДЕНИЕ
Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) по-

ражает клетки иммунной системы и  приводит 
к развитию синдрома приобретенного иммуноде-
фицита (СПИД). Зрелый (инфекционный) ВИЧ 
является частицей сферической формы с диаме-
тром около 100 нм, окруженной оболочкой из 
бислойной липидной мембраны, захватываемой 
вирусом при его отпочковывании с поверхности 
инфицированной клетки (рис. 1а). Генетический 
материал ВИЧ представлен двумя копиями мо-
лекулы РНК, а наиболее консервативным геном 
является ген gag, который кодирует основной 
структурный белок вируса  – полипротеин Gag. 
Этот белок составляет примерно 50% массы всей 
вирусной частицы и  участвует во многих стади-
ях жизненного цикла вируса [1, 2]. Полипротеин 

Gag является миристоилированным по N‑концу 
белком и  состоит из четырех основных доме-
нов (матриксного МА, капсидного СА, нуклео-
капсидного NC и домена р6), которые при созре-
вании вируса в  инфекционно-активную форму 
расщепляются на отдельные белки, и двух связу-
ющих пептидов (SP1 и SP2) (рис. 1б) [2].

Матриксный домен отвечает за связывание 
Gag с  плазматической мембраной, на которой 
происходит сборка и  отпочковывание дочерних 
вирионов [2]. В ряде исследований показано, что 
домен МА взаимодействует с  мембраной элек-
тростатически через высокоосновный участок на 
его N‑конце, связываясь с заряженными липида-
ми фосфатидилсерином (PS) и фосфатидилино-
зитол‑4,5-бисфосфатом (PI(4,5)P2) на внутрен-
ней стороне плазматической мембраны [3, 4]. 
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Рис.  1. Схематическое изображение частицы ВИЧ (а). Схематическое изображение структурных элементов поли
протеина Gag (б).
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Мутации в этом участке приводят к диссоциации 
Gag с плазматической мембраны и его обратному 
захвату во внутриклеточное пространство в неко-
торых типах клеток [5]. Таким образом, электро-
статические взаимодействия играют важную роль 
в формировании ВИЧ [6]. Кроме того, исследо-
вания показали, что связывание миристоили-
рованного домена МА с  мембраной нарушается 
в  отсутствие молекул PI(4,5)P2, что предполага-
ет специфическое взаимодействие между белком 
и данным липидом [7, 8]. В этих работах специ-
фичность взаимодействия Gag с PI(4,5)P2 объяс-
няется двумя механизмами: 1)  он служит “яко-
рем” для закрепления белка в  липидном бислое 
за счет электростатических взаимодействий и 2) 
запускает конформационные изменения мири-
стоилированного участка белка, которые допол-
нительно удерживают Gag в  мембране за счет 
гидрофобных сил [9]. Однако и  PI(4,5)P2, и  PS 
заряжены отрицательно, и до сих пор нет четко-
го понимания того, участвует ли поверхностный 
заряд, обеспечиваемый фосфатидилсерином, 
в специфическом связывании Gag с мембраной, 
которое наблюдается в присутствии PI(4,5)P2 [8].

Фосфатидилсерин широко распространен 
в  различных тканях организма и  принимает 
участие в  “нацеливании” белков на клеточные 
мембраны в  результате электростатических бе-
лок-липидных взаимодействий, которые могут 
существенным образом влиять на физико-хими-
ческие характеристики липидного бислоя [10]. 
Подобные эффекты наблюдались при адсорб-
ции на мембранах некоторых многовалентных 
катионов, которые проявляют высокое сродство 
к фосфатидилсерину. Так, связывание катионов 
гадолиния (Gd3+) с  PS изменяет свойства ли-
пидного матрикса, делая его более упругим при 
сжатии монослоя в  латеральном направлении 
и повышая его жесткость при трансмембранном 
сжатии бислоя [11, 12]. Моделирование мембран 
методами молекулярной динамики (МД) позво-
лило выявить координацию многовалентных ка-
тионов с  полярными головками фосфолипидов, 
в результате которой 2–3 молекулы липидов объ-
единяются в нанокластеры [12]. Также методами 
МД было показано, что при связывании молекул 
лизина и полипептидов на его основе с поверхно-
стью мембран, содержащих анионные фосфоли-
пиды, существенным образом меняется сеть во-
дородных связей между фосфатными группами 
этих липидов, которые вносят свой вклад в упру-
гие характеристики мембран [13]. Естественно 
предположить, что оба механизма могут быть ре-
ализованы и при связывании белков с мембрана-

ми живых клеток. Для изучения таких эффектов 
целесообразно использовать биоэлектрохимиче-
ские методы, эффективность которых проявля-
ется в изучении взаимодействия многих биологи-
чески активных веществ с липидными моделями 
клеточных мембран [14].

К  настоящему времени электростатический 
характер адсорбции белка Gag ВИЧ на липид-
ных мембранах, содержащих фосфатидилсерин, 
не исследован. Отдельные работы существуют 
лишь для выделенных доменов Gag. Для домена 
MA методом поверхностного плазмонного ре-
зонанса было показано, что эффективность его 
адсорбции на поверхности липидного бислоя за-
висит от присутствия не менее 20 мол. % анион-
ного PS в  составе мембраны [8]. Неожиданным 
оказалось, что не только домен MA, но и домен 
NC как в  свободной форме, так и  в  комплексе 
с  нуклеиновой кислотой связываются с  поверх-
ностью мембран, в которых присутствует фосфа-
тидилсерин [15]. Однако результаты, полученные 
для отдельных доменов Gag, могут не в  полной 
мере отражать взаимодействие с мембраной всего 
полноразмерного полипротеина Gag. Например, 
сродство к мембранам для димера домена МА на 
несколько порядков превышает эффективность 
связывания мономера данного белка [6]. Этот 
факт указывает на то, что взаимодействие не-
скольких молекул Gag друг с другом должно уси-
лить их адсорбцию на мембранах благодаря элек-
тростатическому притяжению соответствующих 
положительно заряженных групп белка к  ани-
онным липидам в составе мембран [16, 17]. Тем 
не менее есть лишь несколько исследований, где 
были получены количественные данные о  взаи-
модействии белка Gag с мембранами в условиях 
in vitro на модельных системах [18, 19]. При этом 
во всех них исследовалась только роль PI(4,5)P2, 
игнорируя противоречивые данные о вкладе фос-
фатидилсерина, а также о принципиальной воз-
можности связывания белка Gag с нейтральными 
мембранами [20]. Таким образом, вопрос о роли 
анионных и нейтральных фосфолипидов в адсо-
рбции Gag остается открытым, а для его решения 
необходимы подробные исследования взаимо-
действия белка с мембранами различного липид-
ного состава.

Электростатические эффекты, вызванные 
адсорбцией макромолекул на поверхности ли-
пидных мембран, можно регистрировать клас-
сическим методом электрокинетических изме-
рений в суспензии липосом, определяя величину 
дзета-потенциала в  гидродинамической плоско-
сти скольжения [21]. Найденные из этих опытов 
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значения поверхностного потенциала можно со-
поставить с измерениями граничного потенциала 
на плоских липидных мембранах того же состава, 
проводимыми методом компенсации внутримем-
бранного поля (КВП) [22]. Таким образом мож-
но получить информацию о термодинамических 
константах связывания макромолекул с  липид-
ным бислоем и  оценить вклад электростатиче-
ских эффектов в эффективность данного взаимо-
действия [23]. С этой целью в настоящей работе 
нами был выбран описанный подход для анализа 
адсорбции водорастворимой формы полипротеи-
на Gag на нейтральных мембранах и мембранах, 
содержащих фосфатидилсерин. В результате бы-
ли оценены константы связывания данного белка 
с анионным фосфатидилсерином и цвиттер-ион-
ным фосфатидилхолином с учетом влияния фо-
нового электролита на процесс его адсорбции, 
а  также определена стехиометрия связывания 
Gag с липидами.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Материалы. В  экспериментах были исполь-

зованы реактивы: KCl (Sigma-Aldrich, США), 
HEPES (Хеликон, Россия), ЭДТА (Life Technolo-
gies, США), KOH (х.ч. Реахим, Россия), HCl (х.ч. 
Реахим, Россия), агар (Хеликон, Россия), н-де-
кан (Acros Organics, США), липиды 1,2-дифита-
ноил-sn-глицеро‑3-фосфатидилхолин (DPhPC) 
и  1,2-дифитаноил-sn-глицеро‑3-фосфатидилсе-
рин (DPhPS) (Avanti Polar Lipids, США), раство-
ренные в  хлороформе (99%, Merck, Германия) 
в концентрации 10 мг/мл.

Полипротеин Gag получали по методу, опи-
санному в  [24]. В  использованном белке отсут-
ствует миристоильная группа на N‑конце и домен 
р6, что делает его водорастворимым. В  экспе-
риментах Gag растворяли в  буферном растворе, 
содержащем 10 мМ KCl, 5 мМ HEPES и 0.1 мМ 
ЭДТА, рН 7.2, непосредственно перед каждым 
экспериментом и хранили при +4°C не более 72 ч.

Формирование липидных мембран. Плоские 
бислойные липидные мембраны (БЛМ) получа-
ли на круглом отверстии диаметром 1  мм в  пе-
регородке, разделяющей два отсека ячейки из 
инертного гидрофобного материала (тефлона) по 
методу Мюллера  – Рудина [25]. В  данной рабо-
те формировали незаряженные БЛМ из DPhPC 
и заряженные БЛМ из смеси DPhPC:DPhPS 80:20 
(по мол. %).

Каждую полуячейку заполняли рабочим бу-
ферным раствором 10 мМ KCl, 5 мМ HEPES, 
0.1 мМ ЭДТА, рН 7.2. БЛМ формировали путем 

нанесения на отверстие в  ячейке капли раство-
ра липидов в н-декане в концентрации 15 мг/мл. 
Для этого хлороформ из стокового раствора ли-
пидов предварительно удаляли под струей аргона 
в течение 30 мин с образованием тонкой пленки 
на стенках колбы, в которую затем добавляли не-
обходимое количество н-декана. Электрические 
измерения БЛМ проводили с  помощью пары  
Ag/AgCl-электродов, контактирующих с  рабо-
чим буферным раствором в  отсеках ячейки че-
рез солевые мостики (пластиковые наконечники 
микропипеток, заполненные раствором 2 мас. % 
агара в  100 мМ KCl). Сопротивление электро-
дов с мостиками составляло не более 40–50 кОм. 
Процесс формирования мембраны регистриро-
вался по росту ее электрической емкости. Для 
проведения электрических измерений к  элект-
роду с одной стороны мембраны подключали ге-
нератор переменного напряжения (выход ЦАП 
платы L780, Lcard, Россия), а с другой – усили-
тель тока Keithley‑427 (Великобритания). О том, 
что удалось сформировать бислойную мембрану, 
свидетельствовало появление емкости 1–3 нФ, из 
предположения, что мембрана занимает всю пло-
щадь отверстия. В ходе эксперимента буферный 
раствор в  обоих отсеках ячейки перемешивался 
с помощью магнитной мешалки.

Липосомы готовили методом гидратации ли-
пидной пленки [26]. Раствор липидов в  хло-
роформе упаривали на роторном испарителе 
(40  мин при давлении 40 мбар) для получения 
тонкой пленки на дне круглодонной стеклян-
ной колбы. Затем ее гидратировали раствором 
10 мМ KCl, рН 7.0 и встряхивали на BioVortex до 
получения опалесцирующей суспензии. Конеч-
ная концентрация липидов в суспензии липосом 
составляла 1 мг/мл.

Дзета-потенциал липосом. Измерения электро-
форетической подвижности липосом проводили 
методом динамического светорассеяния с помо-
щью Zetasizer II (Malvern Instruments, Велико-
британия) с  коррелятором PhotoCor SP (США) 
[23]. Электрическое поле в электрофоретической 
ячейке генерировалось приложением напряже-
ния 100–120 В между двумя платинированными 
электродами, отделенными от образца полупро-
ницаемой мембраной, не пропускающей колло-
идные частицы. Для измерения напряженности 
электрического поля использовали кратковре-
менное подключение пары платиновых элект-
родов, расположенных на расстоянии 5  см друг 
от друга внутри измерительной ячейки. Для пре-
дотвращения поляризации электродов поляр-
ность подаваемого на них потенциала менялась 
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с  частотой 2 Гц.  Электрический потенциал 
в  гидродинамической плоскости скольжения 
(ζ-потенциал) рассчитывали по уравнению Смо-
луховского [21].

Метод компенсации внутримембранного поля 
(КВП). Разность граничных потенциалов БЛМ 
(Δφb) определяли методом КВП с помощью фа-
зочувствительного усилителя Stanford (DSP Lock-
In amplifier, model SR830, США) с использовани-
ем второй гармоники емкостного тока [22, 27]. 
Метод основан на способности мембран менять 
толщину в  электрическом поле, тем самым уве-
личивая свою электрическую емкость. Значение 
емкости минимально, когда электрическое поле 
внутри мембраны равно нулю, а напряжение, при 
котором оно достигается, равно разности гранич-
ных потенциалов на БЛМ. В  этом случае реги-
стрируется нулевая амплитуда второй гармоники 
емкостного тока. Выбор этой гармоники позво-
ляет организовать систему обратной связи и, тем 
самым, непрерывно контролировать изменения 
разности граничных потенциалов и  регистриро-
вать кинетику адсорбции заряженных молекул 
с  одной стороны мембраны. Для уменьшения 
эффектов экранирования поверхностного заряда 
и увеличения разрешающей способности метода 
КВП [28], все измерения проводили в  условиях 
низкой ионной силы раствора фонового электро-
лита (10 мМ KCl, 5 мМ HEPES, 0.1 мМ ЭДТА). 
При проведении расчетов влияние компонентов 
буфера на ионную силу полагаем незначитель-
ным. Во всех экспериментах белок Gag в диапа-
зоне концентраций (СGag) от 10 до 200 нМ добав-
ляли в один из двух отсеков ячейки с мембраной 
и наблюдали изменение разности граничных по-
тенциалов до выхода на стационарное состояние.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Определение плотности заряда на мембране

Чтобы оценить вклад фосфатидилсерина в об-
щий заряд поверхности мембраны, нами была 
определена плотность заряда на мембране (σ), 
состоящей из заряженных и  незаряженных ли-
пидов. Для случая симметричного электролита 
взаимосвязь плотности заряда на мембране и  ее 
поверхностного потенциала можно представить 
в  рамках модели двойного электрического слоя 
Гуи–Чепмена [29, 30], представленной уравне-
нием (1). В связи с тем, что ионы фонового элек-
тролита могут связываться с полярными группа-
ми липидов, эта модель должна быть дополнена 
соответствующим уравнением адсорбции (2), как 
было предложено Штерном [31]. Тогда, если счи-

тать, что концентрация ионов вблизи поверх-
ности мембраны описывается распределением 
Больцмана (3), а распределение потенциала вбли-
зи заряженной поверхности мембраны описы-
вается уравнением (4), мы получаем следующую 
систему уравнений для определения плотности 
заряда на мембране из электрокинетических из-
мерений:
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где σ – плотность заряда на поверхности мембра-
ны, φ(0) – поверхностный потенциал мембраны, 
φ(x) – потенциал на расстоянии x от границы раз-
дела мембраны с раствором, ci и ci (0) – объемная 
и  поверхностная концентрации ионов электро-

лита соответственно, к
e C

kT
= 2 2

0εε
 – обратная де-

баевская длина экранирования, KЭл – константа 
связывания ионов калия, σmaxPS – максимальная 
поверхностная плотность заряда на мембране 
с  фосфатидилсерином, СЭл(0)  – поверхностная 
концентрация ионов калия, ε и ε0 – диэлектриче-
ская проницаемость в растворе и в вакууме соот-
ветственно, zi – валентность ионов электролита, 
e  – заряд электрона, k  – константа Больцмана, 
T – абсолютная температура.

О величине поверхностного потенциала мем-
браны можно судить по результатам электрокине-
тических измерений дзета-потенциала в гидроди-
намической плоскости скольжения. Расстояние x 
от плоскости Гельмгольца до плоскости скольже-
ния, экспериментально определенное как 0.2 нм 
для фосфолипидных мембран, широко использу-
ется для количественного анализа электрокине-
тических измерений в суспензии липосом [21, 32]. 
Нами была экспериментально получена зависи-
мость ζ-потенциала от ионной силы электролита 
для суспензии мультислойных липосом из смеси 
DPhPC:DPhPS 80:20 (мол. %). Рассчитанные по 
уравнению (4) величины поверхностного потен-
циала представлены на рис. 2. По аппроксимации 
экспериментальных данных уравнениями (1)–(3) 
была найдена поверхностная плотность заряда 
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липосом (σ = –(2.5 ± 0.2) × 10–6 Кл/см2), а также 
значение константы связывания ионов калия фо-
нового электролита (KЭл = 1.00 ± 0.04 М–1). Полу-
ченные значения согласуются с  литературными 
данными [32, 33].

Плотность заряда на мембране была определе-
на также методом измерения разности граничных 
потенциалов на плоской БЛМ с этим же липид-
ным составом. Мы формировали БЛМ на отвер-
стии в перегородке тефлоновой ячейки в 10 мМ 
растворе KCl, после чего постепенно увеличива-
ли ионную силу электролита с одной стороны от 
мембраны путем последовательного добавления 
1 М раствора KCl и регистрировали разность гра-
ничных потенциалов методом КВП. Зависимость 
изменения граничного потенциала с ростом ион-
ной силы электролита в одном из отсеков ячей-

ки представлена на рис.  3а. Для расчета величи-
ны поверхностной плотности заряда на БЛМ эта 
зависимость была перестроена следующим обра-
зом. Значение граничного потенциала для каждой 
концентрации KCl было получено путем сложе-
ния эффектов от всех предыдущих добавок соли 
в этот отсек ячейки (рис. 3б). Нулевой уровень со-
ответствовал исходному значению поверхностно-
го потенциала (–64 мВ) в  фоновом электролите 
(10 мМ KCl) до начала увеличения ионной силы, 
найденному из электрокинетических измерений. 
Из полученной зависимости были рассчитаны зна-
чения поверхностного потенциала на БЛМ и далее 
по ним определена плотность заряда на мембране 
(рис. 3в). Аппроксимация экспериментальной за-
висимости поверхностного потенциала от концен-
трации электролита комбинацией уравнений (1–3) 
дала значение σ = –(2.3 ± 0.1) × 10–6 Кл/см2, а кон-
станты связывания калия  – KЭл  =  1.0 ± 0.1  М–1. 
На рис.  2 и  3 приведены результаты одиночного 
эксперимента, который был проведен независи-
мо трижды для оценки параметров теоретической 
модели и их погрешности. Таким образом, резуль-
таты измерений методами КВП и электрофорети-
ческой подвижности липосом дали одинаковые 
(в  пределах ошибки) значения для σ мембран из 
смеси фосфатидилсерина и  фосфатидилхолина. 
Полученные нами значения поверхностной плот-
ности заряда мембран согласуются с литературны-
ми данными для липосом, содержащих фосфати-
дилсерин [33–35].

Адсорбция Gag на бислойных липидных мембранах
Белок Gag практически постоянно взаимо-

действует с липидными мембранами в цикле ре-
продукции вируса [36]. Некоторые исследователи 
полагают, что это взаимодействие происходит 
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Рис.  2. Зависимость значений поверхностного по-
тенциала липосом из смеси DPhPC:DPhPS  80:20 
(мол. %) от ионной силы раствора KCl. Теоретическая 
кривая построена по комбинации уравнений (1)–(3).
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Рис. 3. Определение поверхностной плотности заряда на БЛМ из смеси DPhPC:DPhPS 80:20 (мол. %). (а) Изменение 
разности граничных потенциалов в результате последовательной добавки 1 М KCl в один из отсеков эксперимен-
тальной ячейки. Стрелки (слева направо) соответствуют изменению ионной силы раствора до 20, 30, 50 и 80 мМ. (б) 
Зависимость приращения разности граничных потенциалов на БЛМ от концентрации KCl. (в) Зависимость поверх-
ностного потенциала на БЛМ от концентрации KCl в ячейке. Теоретическая кривая построена по уравнениям (1)–(3).
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через домен МА, в результате конформационных 
перестроек в  белке и  встраивания N‑концевой 
миристоильной группы в липидный бислой [37]. 
Однако изучение кинетики адсорбции полнораз-
мерного Gag на липидных мембранах на подлож-
ке показало возможность связывания белка не-
зависимо от наличия или отсутствия миристата, 
причем на поверхностях, содержащих заряжен-
ные фосфолипиды, адсорбция Gag оказывалась 
эффективнее [18]. Этот результат подтвержда-
ет зависимость сродства белка к  мембранам от 
электростатических взаимодействий. При этом 
понятно, что электростатическое притяжение не 
должно зависеть от наличия углеводородной це-
пи в структуре белковой молекулы, которая спо-
собна погружаться в  липидный бислой. Чтобы 
ответить на вопрос о  физико-химических меха-
низмах связывания белка Gag с липидными мем-
бранами, нами были проведены эксперименты по 
изучению адсорбции данного белка, лишенного 
миристоильной группы, на липидных мембранах 
различного состава. Исследование связывания 
Gag с липидным матриксом в суспензии мультис-
лойных липосом оказалось затруднено необходи-
мостью расходования большого количества белка 
для получения данных в широком диапазоне кон-
центраций. Поэтому было решено далее изучать 
адсорбцию Gag методом КВП в системе с плоски-
ми БЛМ, которая позволяет работать с меньшими 
количествами белка при аналогичном молярном 
соотношении белка с липидами. При разработке 
метода КВП достоверность полученных результа-
тов была доказана на примере анализа адсорбции 
малых молекул и ионов [23, 27, 38]. В дальнейшем 
было показано, что он позволяет получать важные 
результаты и при изучении адсорбции различных 
макромолекул [13, 35, 39].

Так как адсорбированный белок, несущий 
заряд, изменяет граничный потенциал липид-
ного монослоя, с которым он связан, трансмем-
бранное электрическое поле также изменяется 
для любого асимметричного добавления белка 
к  липидному бислою. Результирующее измене-
ние в  трансмембранном поле может быть изме-
рено путем определения внешнего поля, которое 
нейтрализует асимметрию. По этому принципу 
метод КВП обеспечивает возможность регистри-
ровать и кинетику процесса адсорбции белка. До-
бавление белка Gag на одну из сторон плоской 
фосфолипидной мембраны приводит к  быстро-
му увеличению разницы граничных потенциалов 
(Δφb) на мембране с начальным наклоном, про-
порциональным объемной концентрации белка 
(рис. 4). Это отражает кинетику адсорбции Gag на 

липидном бислое с достижением стационарного 
уровня разности граничных потенциалов и выхо-
дом кривой на насыщение.

На основании полученных зависимостей из-
менения разности граничных потенциалов от 
объемной концентрации Gag нами были постро-
ены изотермы адсорбции (рис. 5) на заряженной 
и  незаряженной мембранах в  биологически ре-
левантном диапазоне концентраций (до  500  нМ 
в цитоплазме клеток [40]). Каждая точка на гра-
фиках соответствует стационарному уровню 
для заданной концентрации, усредненному по 
3–5  независимым сериям экспериментов. При 
добавке от 10 до 200 нМ Gag на одну сторону мем-
браны из цвиттер-ионного DPhPC разность гра-
ничных потенциалов изменялась от 3 ± 2 мВ до 
23 ± 2 мВ (рис. 5, треугольные символы) с ростом 
объемной концентрации белка (СGag). Получен-
ные данные свидетельствуют о принципиальной 
возможности адсорбции Gag на незаряженной 
липидной мембране. Кроме того, положительные 
значения разности граничных потенциалов гово-
рят о положительном заряде белковой молекулы 
на мембране. Из этого мы можем заключить, что 
способность Gag связываться с липидными бис-
лоями выходит за рамки только лишь электроста-
тического притяжения, и важную роль играют ги-
дрофобные взаимодействия.

Внутри инфицированной клетки Gag на-
правляется на внутренний монослой плазма-
тической мембраны, обогащенной отрицатель-
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Рис.  4. Кинетика изменения разности граничных 
потенциалов на БЛМ при добавлении Gag с  од-
ной стороны мембраны в  нулевой момент времени. 
БЛМ сформирована из DPhPC в буферном растворе 
10 мМ KCl, 5 мМ HEPES, 0.1 мМ ЭДТА, pH 7.2. Кон-
центрация Gag в растворе составляла 100 нМ (сплош-
ная кривая) и 200 нМ (пунктирная кривая).
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но заряженными фосфатидилсерином и  PI(4,5)
P2. Принято считать, что его домен МА взаимо-
действует с  мембраной посредством электро-
статических сил притяжения, с  возможностью 
специфического белок-лигандного связывания 
с PI(4,5)P2 [41]. На сегодняшний день хорошо из-
учена адсорбция полноразмерного белка Gag на 
липидных бислоях, содержащих PI(4,5)P2 [18]. 
Однако электростатический характер адсорбции 
Gag на липидных мембранах с фосфатидилсери-
ном, но без PI(4,5)P2, не анализировался, а есть 
лишь некоторые данные для отдельного домена 
MA [8]. При этом исследования показали, что ми-
нимум 20 мол. % PS в составе мембраны обеспе-
чивают эффективное связывание данного домена 
[8]. Чтобы оценить взаимодействие Gag с  мем-
бранами, содержащими фосфатидилсерин, нами 
была получена изотерма адсорбции Gag на ли-
пидной мембране из смеси DPhPC:DPhPS 80:20 
мол.  % (рис.  5, квадратные символы). Условия 
экспериментов и  диапазон концентраций Gag 
были аналогичны описанным выше для мембра-
ны из DPhPC. Изменение разности граничных 
потенциалов в зависимости от концентрации Gag 
в растворе происходило от 3 ± 1 мВ до 40 ± 9 мВ. 
Полученные значения Δφb подтверждают более 
эффективное связывание Gag с  мембраной, со-
держащей анионный липид, по сравнению с не-
заряженным бислоем.

Для определения термодинамических кон-
стант связывания Gag с  каждым из двух типов 
фосфолипидов полученные нами данные были 
проанализированы в  рамках модели мономоле-
кулярного связывания Ленгмюра. Она была ис-
пользована ранее для описания адсорбции белка 
М1 вируса гриппа А в низких концентрациях [28] 
и, таким образом, продемонстрирована принци-
пиальная возможность анализа адсорбции бел-
ковых структур простой моделью. Изотерма ад-
сорбции Gag на мембране из фосфатидилхолина 
имеет вид, описываемый уравнением (5), в кото-
ром отражено изменение величины заряда на по-
верхности мембраны по мере адсорбции белка.

	 σ
σmaxGag Gag

=
+ ( )

1
1 0K CPC

,	 (5)

где KPC  – константа связывания Gag с  фосфа-
тидилхолином, σmaxGag  – максимальная по-
верхностная плотность заряда, создаваемая на 
фосфатидилхолине адсорбированным белком, 
CGag(0) – поверхностная концентрация Gag.

Из экспериментов методом КВП возможно 
определить лишь изменение граничных потенци-
алов мембраны, вызванное адсорбцией белка, но 
не количество связанных молекул. В рамках моде-
ли Гуи–Чепмена (1) взаимосвязь поверхностно-
го заряда и потенциала можно считать линейной, 
если изменение потенциала, создаваемое адсор-
бцией белка, меньше, чем kT/e (приблизительно 
25.4 мВ). Потенциал, измеренный в наших экспе-
риментах на DPhPC, был меньше этой величины 
во всем диапазоне концентраций Gag. Обоснован-
ность линейного приближения легко вычислить. 
Если аргумент гиперболического синуса равен 0.5, 
функция превышает значение аргумента пример-
но на 4%. Это означает, что даже при потенциале 
25.4 мВ погрешность линейного приближения не 
превышает 5%, а это значение находится в преде-
лах точности измерений методом КВП. Поэтому 
мы предположили, что измеренные разности гра-
ничных потенциалов прямо пропорциональны 
количеству белка, адсорбированного на единицу 
площади мембраны. То есть мы можем принять 
σ = А∆φb и σmaxGag = А∆φbmaxGag, где ∆φbmaxGag соот-
ветствует полному заполнению мембраны белком, 
а A – некоторая константа, и для фосфатидилхоли-
на в уравнении (5) вместо σ и σmaxGag использовать 
∆φb и ∆φbmaxGag соответственно.

Для липидных мембран, содержащих ани-
онные липиды, важно учесть возможность 
адсорбции ионов фонового электролита на 
центрах связывания. В  уравнении Гуи–Чепме-
на  (1) рассматривается случай симметричного 
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Рис.  5. Приращение разности граничных потенциа-
лов, измеренное при адсорбции белка Gag на поверх-
ности липидной мембраны из DPhPC (треугольники) 
и  DPhPC:DPhPS  80:20 мол.  % (квадраты) методом 
КВП. Каждая точка соответствует стационарному 
уровню разности граничных потенциалов. Диапазон 
концентраций Gag в растворе – от 10 до 200 нМ. По-
грешность измерений получена как стандартное от-
клонение по 3–5 независимым экспериментам.
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электролита. Более общая зависимость от со-
става раствора может быть выражена с  помо-
щью уравнения Грэма (6) [42], которое позволя-
ет учесть присутствие в электролите нескольких 
типов ионов.

	 σ εε
ϕ2

02 1= −
( )





−












∑kT C
z e

kTi
i

iexp
0

.	 (6)

В таком случае уравнение в модели Ленгмюра 
при стехиометрии один адсорбат на молекулу ли-
пида приобретает вид уравнения конкурентной 
адсорбции (7) [43] исследуемого белка и однова-
лентного катиона электролита.
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где α  – доля заряженного фосфолипида в  мем-
бране, σmaxPS  – максимальная поверхностная 
плотность заряда на мембране, полностью состо-
ящей из отрицательно заряженного фосфатидил-
серина, KPS – константа связывания Gag с фос-
фатидилсерином, zGag – зарядовое число Gag.

Таким образом, для вычисления констант свя-
зывания белка Gag отдельно с фосфатидилхоли-
ном и  фосфатидилсерином с  учетом адсорбции 
ионов калия фонового электролита необходимо 
было решить систему из уравнений (3), (6) и (7). 
Для этого были выбраны следующие параме-
тры. Максимальная плотность заряда (центров 
связывания на мембране) σmaxPS принимается 
равной –11.5 × 10–6 Кл/cм2 для 10 мМ раствора 
KCl из расчета, что для используемой в  экспе-
рименте мембраны с 20 мол. % DPhPS значение 
σ  =  –(2.3 ± 0.1) × 10–6 Кл/см2. Значение σmaxGag 
было определено как 0.9 × 10–6 Кл/cм2 по урав-
нению (1) в рамках приближения для малых по-
тенциалов (φ(0) < kT/e) при ∆φbmaxGag = 37 ± 3 мВ. 
Значение константы связывания ионов калия 
фонового электролита принято равным 1 М–1. 
Поскольку зарядовое число для Gag остается не-
известным параметром, нами было рассмотрено 
несколько вариантов для zGag (от 1 до 3) и пока-
зано, что только при величине, равной 1, удается 
лучше всего описать экспериментальные данные 
(рис.  6). Истинные константы связывания Gag 
при указанных параметрах составили KPC = 8 × 106 
М–1 с  фосфатидилхолином и  KPS  =  3 × 106 М–1 
с фосфатидилсерином. Полученное нами значе-
ние KPC совпадает по порядку величины с резуль-
татами предыдущих исследований для полно-

размерного Gag, проведенных на плоских БЛМ 
методом регистрации интенсивности второй гар-
моники в слое адсорбированного белка [18]. Эф-
фективная константа связывания с фосфатидил-
серином KPS

эфф, учитывающая электростатический 
вклад exp[eφ(0)/kT], составила 37.2 × 106 М–1, что 
также хорошо согласуется с величиной констан-
ты связывания, полученной ранее для домена МА 
белка Gag методом рефрактометрии поверхност-
ного плазмонного резонанса [8], однако без по-
пытки отдельно оценить вклад электростатиче-
ских взаимодействий.

Полученные значения констант связывания 
совпадают между собой по порядку величины, из 
чего мы можем заключить, что адсорбция Gag на 
мембране  – сложный по своему характеру про-
цесс, состоящий из комбинации электростатиче-
ских и гидрофобных взаимодействий белка с ли-
пидным матриксом. При этом важно отметить, 
что в наших исследованиях мы использовали бе-
лок Gag, не содержащий миристат на N‑конце, 
но при этом наблюдали сродство белка к незаря-
женной мембране с высокой аффинностью. Это 
указывает на равносильный вклад как электро-
статических, так и гидрофобных взаимодействий 
в  связывание белка с  липидным матриксом, не 
зависящих от наличия миристоильной группы. 
Фактически мы можем заключить, что истинные 
константы взаимодействия белка Gag с  липид-
ными мембранами определяются, скорее, площа-
дью на липидную молекулу, которые близки для 
фосфатидилхолина и  фосфатидилсерина [33], 
а не каким-либо специфическим взаимодействи-
ем с фосфатидилсерином. При этом наличие за-
ряда на липидной молекуле вносит свой вклад 
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Рис.  6. Зависимость поверхностного потенциала на 
мембране из DPhPC:DPhPS  80:20 (мол.  %) от кон-
центрации Gag, аппроксимированная системой из 
уравнений (3), (6) и  (7). Теоретические кривые по-
строены для зарядового числа Gag zGag от 1 до 3.
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в  дополнительное электростатическое притяже-
ние белка к  мембране, увеличивая, таким обра-
зом, поверхностную концентрацию белка около 
отрицательно заряженной мембраны, что может 
быть интерпретировано как более высокая эф-
фективная константа связывания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полипротеин Gag является основным бел-

ком вируса иммунодефицита человека и участву-
ет в нескольких этапах цикла репродукции виру-
са. Взаимодействуя с плазматической мембраной 
инфицированной клетки, белок Gag запускает 
формирование новой вирусной частицы. В  дан-
ной работе мы исследовали связывание белка Gag 
с модельными липидными мембранами электро-
химическими методами для лучшего понимания 
физико-химических механизмов этого взаимодей-
ствия. С  помощью метода компенсации внутри-
мембранного поля нами были получены изотермы 
адсорбции Gag на незаряженных и отрицательно 
заряженных липидных мембранах, содержащих 
фосфатидилсерин. Из полученных эксперимен-
тальных данных были вычислены значения кон-
стант связывания с  цвиттер-ионным фосфати-
дилхолином и  анионным фосфатидилсерином. 
Результаты измерения граничных потенциалов 
показали, что присутствие в  липидном бислое 
20  мол.  % фосфатидилсерина усиливает взаимо-
действие Gag с мембраной по сравнению с незаря-
женным бислоем. Принципиальная возможность 
адсорбции Gag на нейтральных бислоях говорит 
о роли гидрофобных сил в белок-липидных взаи-
модействиях помимо специфических и  электро-
статических. Вклад гидрофобных взаимодействий 
подтверждается значениями констант связывания 
с обоими типами фосфолипидов, которые оказа-
лись практически одинаковыми. Таким образом, 
связывание полипротеина Gag с  липидным ма-
триксом – сложный процесс, в котором участвуют 
не только электростатические силы притяжения, 
но также гидрофобные взаимодействия, опреде-
ляемые площадью, приходящейся на липидную 
молекулу, а поверхностный заряд мембраны влия-
ет лишь на изменение концентрации белка вблизи 
мембраны. При этом наличие миристата в струк-
туре белка не играет решающую роль в таких взаи-
модействиях, как считалось ранее [3, 37].
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