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Регулирование активности и селективности фосфолипазы А2 (ФЛА2), способной отщеплять жир-
ную кислоту из второго положения (sn-2) фосфолипида, осуществляется через мембраносвязываю-
щий и каталитический сайты фермента. Для осуществления гидролитической активности ФЛА2
сначала должна связаться с фосфолипидной мембраной, при этом эффективность связывания за-
висит от состава мембраны. Мембраносвязывающий участок ФЛА2 сформирован несколькими де-
сятками аминокислот, и его состав различается от фермента к ферменту, ключевую роль во взаимо-
действии играют гидрофобные и положительно заряженные аминокислоты. В данной работе мы
исследовали взаимодействие ФЛА2 из яда пчелы с фосфолипидными бислоями из пальмитоил-
олеоилфосфатидилхолина (POPC), содержащими различное количество пальмитоилолеоилфосфа-
тидилглицерина (POPG). На основании измерения собственной флуоресценции белка и анизотро-
пии флуоресценции липидного зонда мы предлагаем построение карт взаимодействия липид–бе-
лок, которые отражают как эффективность связывания белка, так и изменения строения мембраны.
В последних учитывается изменение анизотропии флуоресценции метки, которая в свою очередь
является мерой подвижности липидного окружения флуоресцентного зонда. Анализ карт взаимо-
действия показал, что есть связь между подвижностью липидов и эффективностью связывания фер-
мента – оптимум взаимодействия ФЛА2 с мембранами из смеси POPC/POPG лежит в области наи-
большей подвижности липидов, а не в области наибольшего отрицательного заряда. Такая зависи-
мость дополняет существующие представления о процессе распознавания ферментом поверхности
мембраны и селекции липидов уже связанным с мембраной ферментом. Предлагаемый метод по-
строения карт может быть распространен на другие мембраноактивные белки.
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ВВЕДЕНИЕ
Секреторная фосфолипаза А2 (сФЛА2) – ин-

терфейсный белок, способный гидролизовать ли-
пиды на поверхности биологической мембраны и
селективно отщеплять жирную кислоту из второ-
го положения (sn-2) фосфолипида. Участок белка
контактирующий с поверхностью мембраны при-
нято называть мембраносвязывающим сайтом
(в англоязычной литературе – interfacial binding
site, IBS). Он отвечает за удержание фермента на

поверхности мембраны. Каталитический сайт
сФЛА2 отвечает непосредственно за гидролиз от-
дельной молекулы субстрата. Строение каталити-
ческого сайта высококонсервативно и для разных
представителей сФЛА2 уже достаточно хорошо
изучено (ключевую роль играют остатки His и Asp
в каталитическом кармане) [1]. Мембраносвязы-
вающий сайт формируется несколькими десятка-
ми аминокислот, и его строение варьируется от
фермента к ферменту [2]. Для представительного
набора сФЛА2 человека и мыши (всего 16 различ-
ных сФЛА2) [3] было показано, что гидролиз од-
нокомпонентных липосом из фосфатидилхоли-
на, фосфатидилсерина или фосфатидилглицери-
на проходит с разной эффективностью. В случае
липосом из фосфатидилхолина развитие реакции

Сокращения: сФЛА2 – секреторная фосфолипаза А2,
bvPLA2 – фосфолипаза А2 из яда пчелы Apis mellifera,
IBS – мембраносвязывающий сайт, POPC – пальмитоил-
олеоилфосфатидилхолин, POPG – пальмитоилолеоилфос-
фатидилглицерин, TMB-PC – 1,3,5,7-тетраметил-BODIPY-
меченый фосфатидилхолин.
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(появление продукта) сопровождалось лаг-фазой
для некоторых сФЛА2, в то время как отрица-
тельно заряженные липиды гидролизовались
без задержки всеми сФЛА2. В целом, скорость
гидролиза липосом из фосфатидилглицерина бы-
ла самой высокой. В то же время для многоком-
понентных липосом из смеси фосфатидной
кислоты, фосфатидилхолина, фосфатидилэта-
ноламина, фосфатидилметанола, фосатидилсе-
рина и фосфатидилинозита в эквимолярном
соотношении, лизофосфатидилхолин обнару-
живался в большем количестве, чем другие лизо-
липиды, т.е. из смеси липидов предпочтительнее
гидролизуется именно фосфатидилхолин [3].

Таким образом, активность и селективность
сФЛА2 определяется совместной работой сайта
IBS и каталитического сайта. Для детектирования
конечной гидролитической активности сФЛА2
разработан широкий набор методик [4, 5], но для
более детального изучения функционирования
интерфейсных белков применяется сложный
комплекс экспериментальных подходов [6]. Не-
выясненным остается момент распознавания
ферментом поверхности мембраны и процесс се-
лекции липидов уже связанным с мембраной
ферментом.

Для изучения селективности сФЛА2 предпри-
нимаются исследования механизма взаимодей-
ствия фермента с мембраной. Так, с помощью
молекулярной динамики было исследовало взаи-
модействие с мембранами различного состава си-
новиальной сФЛА2 человека [7] и показано, что
около половины аминокислот фермента контак-
тируют с поверхностью мембраны, обеспечивая
частичное погружение белка в мембрану. С помо-
щью молекулярной динамики, с привлечением
масс-спектрометрии показано, что липидная
мембрана работает как аллостерический актива-
тор для сФЛА2 [8], т.е. связывание с мембраной
приводит к конформационным изменениям и ак-
тивирует фермент [9]. С помощью комбинации
методов конфокальной микроскопии и ИК-спек-
трометрии было показано, что в связывании
сФЛА2 с поверхностью мембраны может участво-
вать кальций [10], который ориентирует молеку-
лы белка на поверхности мембраны и активирует
фермент. Также с помощью флуоресцентной
микроскопии и атомно-силовой микроскопии
было показано, как по мере изменений в структу-
ре мембраны, вызванных действием сФЛА2, ко-
личество адсорбированного белка увеличивается,
т.е. формируются новые липидные сайты связы-
вания сФЛА2 [11]. Изучалась и реакция липидного
бислоя на связывание фермента. Так, гетероди-
мерная ФЛА2 из яда гадюки Никольского вызы-
вает агрегацию липидного бислоя и образование
мультислойных липидных частиц [12]. ФЛА2 из
яда пчелы, встраиваясь в мембрану, образует
углубление на ее поверхности, что приводит к по-

явлению гидрофобного несоответствия между
областями бислоя в зоне контакта и за ее предела-
ми, следствием чего становится вытеснение голо-
вок фосфолипидов из области контакта с белком
(образуется гидрофобное пятно) и утоньшение
бислоя [13].

В данной работе мы анализируем сродство
сФЛА2 из яда пчелы к фосфолипидным бислоям,
состоящим из нейтрального POPC и отрицательно
зараженного POPG в различных соотношениях, с
помощью флуоресцентной спектроскопии. Соче-
тание измерений собственной флуоресценции бел-
ка и анизотропии флуоресценции липидного зонда,
а также анализ данных с помощью построения карт
взаимодействия позволяет получить новую инфор-
мацию о взаимодействии фермента с мембраной.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для получения липосом использовали паль-
митоилолеоилфосфатидилхолин (POPC) и паль-
митоилолеоилфосфатидилглицерин (POPG) (Avanti
Polar Lipids, США); 1,3,5,7-тетраметил-BODIPY-
меченый фосфатидилхолин (TMB-PC) был син-
тезирован ранее [14]. Фосфолипазу А2 из яда пче-
лы Apis mellifera (bvPLA2), 1.0 мМ, производства
Sigma-Aldrich, растворяли в буфере 0.1 M Трис-HCl,
0.1 M NaCl (pH 8.5), концентрация фермента кон-
тролировалась по оптической плотности при
280 нм с помощью спектрофотометра Nano Drop
OneC (Thermo Fisher).

Липосомы были получены методом гидрата-
ции липидной пленки и экструзии. Аликвоты
фосфолипидов и флуоресцентный зонд упарива-
ли из смеси хлороформ–метанол (2 : 1) и сушили
при 7 Па не менее 40 мин. Липидную пленку гид-
ратировали в течение 2 ч при комнатной темпера-
туре в 0.1 М Трис-HCl буфере, содержащем 0.1 М
NaCl, рН 8.5, и проводили 6–10 циклов замора-
живания/оттаивания (жидкий азот/+40°C). За-
тем суспензию 10 раз пропускали через два поли-
карбонатных мембранных фильтра с размером
пор 100 нм (Nucleopore, США) на мини-экструде-
ре Avanti. Такой способ приготовления липосом
позволяет получать преимущественно монола-
меллярные липосомы с узким распределением по
размерам [15, 16]. Были получены липосомы на
основе POPC, содержащие 0, 10, 15, 20, 25,
30 мол. % POPG с добавлением 0.025 мол. %
TMB-PC. При соотношении молекул зонда к ли-
пидам 1/4000 не наблюдается переноса энергии
между соседними флуорофорами TMB, и анизо-
тропия флуоресценции зависит только от по-
движности флуорофора (см. также [17, 18]).

Спектры флуоресценции белка, а также анизо-
тропию флуоресценции TMB-PC регистрирова-
ли на спектрометре F-4000 (Hitachi, Япония) при
λex = 280 нм, λem = 340 нм и λex = 480 нм, λem = 510 нм,
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соответственно. Измерения проводили в кварце-
вой кювете 0.5 × 0.5 см, при постоянном переме-
шивании и термостатировании (25°С).

Анизотропию флуоресценции рассчитывали
по формуле:

где I – интенсивность сигнала флуоресценции
при различной ориентации поляризаторов. Ори-
ентация поляризаторов обозначается индексами
V (вертикально) и H (горизонтально). Первым
приводится ориентация поляризатора на стороне
возбуждения, затем на стороне испускания. VH –
поляризатор на стороне возбуждения ориентиро-
ван вертикально, поляризатор на стороне испус-
кания ориентирован горизонтально; VV – оба
поляризатора ориентированы вертикально. G-фак-
тор определен как IHV/IHH. HV – поляризатор на
стороне возбуждения ориентирован горизонталь-
но, поляризатор на стороне испускания ориенти-
рован вертикально; HH – оба поляризатора ори-
ентированы горизонтально.

Для построения изотерм связывания реги-
стрировали спектры флуоресценции bvPLA2
(1.2 мкМ) при изменяющейся концентрации ли-
пидов в системе. Ферментативная активность
bvPLA2 была заблокирована добавлением 5 мМ
EDTA (за счет удаления из системы необходимого
кофактора, Са2+). Аликвоты липосом добавляли
при постоянном перемешивании (конечные кон-
центрации липидов 20, 38, 78, 150, 280, 460 и
800 мкМ) и термостатировании (25°С). Фоновый
сигнал рассеяния липосом вычитали из спектров
испускания белка.

Построение карты взаимодействия bvPLA2 с
мембранами из POPC/POPG проводили с помо-
щью программы Scilab. Сначала строили трех-
мерный график, где X – соотношение белок/ли-
пид, Y – соотношение липидов в смеси (липид-
ный состав мембраны), Z – значение (F0 – F)/F0,
где F0 – интенсивность флуоресценции белка до
добавления липидов в систему, F – интенсив-
ность флуоресценции белка после добавления
липидов. Затем трехмерный график преобразо-
вывали в набор изолиний (кривых на плоскости
при Z = const, задаваемых пересечением этих
плоскостей с трехмерной экспериментальной
фигурой). Карта изменений мембраны была по-
лучена аналогичным образом, но для значений по
оси Z использовали значение анизотропии флуо-
ресценции мембранного зонда, R.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Связывание сФЛА2 на поверхности мембраны
Связывание bvPLA2 с мембранами липосом

характеризовалось по собственной флуоресцен-
ции фермента при заблокированной фермента-

(( 2 ,))VV VH VV VHR I GI I GI= − +

тивной активности (за счет удаления из системы
необходимого кофактора, Са2+, с помощью EDTA).
сФЛА2 из яда пчелы имеет в своем составе два
остатка триптофана, которые при изменении по-
лярности окружения (связывании с мембраной)
меняют квантовый выход. При титровании рас-
твора белка эмульсией липосом меняется интен-
сивность собственной флуоресценции белка
(рис. 1а), эти изменения можно представить в от-
носительном виде:

где F0 – интенсивность флуоресценции белка до до-
бавления липидов в систему, F – интенсивность
флуоресценции белка после добавления липидов.

Кривые изменения (F0 – F)/F0 в зависимости
от концентрации липидов можно использовать
как изотермы связывания для определения срод-
ства сФЛА2 к определенному липидному составу
мембраны (рис. 1б). В настоящей работе набор
изотерм связывания bvPLA2 для серии липидных
смесей из POPC/POPG преобразован в карту
(рис. 1в), где ордината – соотношение белок/ли-
пид, а абсцисса – соотношение липидов в смеси
(состав мембраны). Значение (F0 – F)/F0 показано
на карте в виде изолиний.

Регистрация изменений в мембране

Наблюдение за изменением состояния мем-
браны проводится с помощью флуоресцентных
липидных зондов (по анизотропии флуоресцен-
ции). В данном случае используется TMB-PC
(BODIPY-меченый фосфатидилхолин) [18], од-
нако можно использовать и другие мембранные
зонды. Например, для лаурдана и продана, воз-
можно, удобнее будет регистрировать изменение
спектра испускания [19]. Анизотропия флуорес-
ценции представляет собой меру подвижности
флуорофора: чем ниже анизотропия флуоресцен-
ции, тем подвижнее оказывается зонд (увеличи-
вается вращательная и поступательная диффузия
зонда). В мембранах анизотропия флуоресцен-
ции метки зависит от плотности упаковки липи-
дов и их подвижности. Максимальное значение
анизотропии TMB (в растворе пропиленгликоля
при –70°С) – 0.39, что соответствует полностью
заторможенному зонду [18]. Масштаб изменений
анизотропии флуоресценции TMB-PC в липид-
ной мембране от 0.18 (гелевая фаза) до 0.10 (жид-
кокристаллическая фаза) [18]. Таким образом,
измерения значений анизотропии на сотые доли
отражает значительные изменения в подвижно-
сти липидов мембраны.

На карте изменений мембраны ордината – со-
отношение белок/липид, абсцисса – содержание
липидов в смеси, а значения анизотропии флуо-
ресценции показаны на карте в виде изолиний

0 0) ,(F F F−
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(рис. 1г). На карте изменений мембраны (рис. 1г)
наблюдалось два минимума анизотропии: при 10
и 15% POPG для соотношений белок/липид 8 и 3
соответственно (отмечено цветом). Минималь-
ное значение анизотропии флуоресценции соот-
ветствует максимальной подвижности флуорес-
центной метки, которая определяется плотно-
стью упаковки липидов вокруг метки в мембране.

Совпадение рельефа карт связывания белка
и изменений мембраны

На карте связывания белка (рис. 1в) наблюдал-
ся максимум связывания, который представляет

собой хребет начинающийся в точке (x; y = 8.5;
10, участок отмечен цветом). В этой точке дости-
гается насыщение мембраны белком. Дальней-
шее увеличение соотношения белок/липиды не
меняет значение (F0 – F)/F0.

Важно, что начало хребта на карте связывания
белка (рис. 1в) и минимум на карте изменений
мембраны (рис. 1г) совпадают: максимальное
связывание белка соответствует максимальной
подвижности липидов (минимуму анизотропии).
В данном случае такое условие выполняется для
липосом, содержащих 10% POPG. Такое совпаде-
ние имеет рациональное объяснение: для осу-
ществления гидролиза сФЛА2 необходимо встро-

Рис. 1. Оценка специфичности взаимодействия сФЛА2 с фосфолипидными мембранами из POPC/POPG с помощью
построения карт взаимодействия. a – Пример изменения собственной флуоресценции белка при титровании эмуль-
сией липосом (1.2 мкM bvPLA2, λex = 280 нм, λem = 290–450 нм); стрелкой показано направление изменений при уве-
личении концентрации липосом в системе. б – Изотерма связывания сФЛА2 (λex = 280 нм, λem = 340 нм, сплошная
линия) и анизотропия флуоресценции мембранного зонда TMB-PC (λex = 480 нм, λem = 510 нм, пунктирная линия).
Подобные кривые были получены для разных составов липосом, для примера приведена изотерма связывания липо-
сом из POPC. в – Карта связывания белка. г – Карта изменения мембраны. Цветом отмечены экстремумы значенй.
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иться в мембрану, для этого белок раздвигает в
стороны полярные головки липидов [13]. Соот-
ветственно, если диффузия липидов ограничена,
это сделать сложнее, чем если липиды диффунди-
руют свободно. Иными словами, скорость диф-
фузии липидов влияет на константу связывания
белка с мембраной,и таким образом меняет ста-
ционарное распределение “белок в растворе–бе-
лок на поверхности мембраны”, которое в свою
очередь определяет значение (F0 – F)/F0. Рассмат-
риваемый пример показывает, что не только в
разных фазах, но и в рамках одной фазы подвиж-
ность липидов может влиять на фермента, что в
конечном счете может определять скорость гид-
ролиза липидов.

Обнаруженная нами связь между подвижно-
стью липидов и эффективностью связывания
фермента может быть ключом для понимания
субстратной специфичности сФЛА2 в отношении
мембран разного состава.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе мы предложили новый метод

исследования связывания сФЛА2 с липидным
бислоем. Метод состоит в построении карты свя-
зывания белка и карты изменения мембраны.
Карта связывания белка основана на данных изо-
терм связывания белка на липидных мембранах
различного состава. Карта изменения мембраны
основана на отслеживании изменения анизотро-
пии флуоресценции липидного зонда при сорб-
ции белка на мембрану для различных соотноше-
ний липид–белок. Сопоставление карт позволило
обнаружить связь между подвижностью липидов
и эффективностью связывания фермента. Это
может быть ключом для понимания субстратной
специфичности сФЛА2 в отношении мембран
разного состава.
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Estimation of the Phospholipase A2 Selectivity on POPC/POPG 
Membranes Using the Interaction Map

A. S. Alekseeva1, P. E. Volynsky1, I. A. Boldyrev1, *
1Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: ivan@lipids.ibch.ru

The regulation of the activity and selectivity of phospholipase A2 (PLA2), which is capable of cleaving fatty
acid from the second position (sn-2) of the phospholipid, is carried out through the membrane-binding and
catalytic sites of the enzyme. For hydrolytic activity, PLA2 must first bind to the phospholipid membrane,
and the binding efficiency depends on the composition of the membrane. The membrane-binding site of
PLA2 is formed by several tens of amino acids and its composition differs from enzyme to enzyme; hydro-
phobic and positively charged amino acids play a key role in the interaction. In this work, we investigated the
interaction of PLA2 from bee venom with phospholipid bilayers of palmitoyloleoylphosphatidylcholine
(POPC) containing different amounts of palmitoyloleoylphosphatidylglycerol (POPG). Based on the mea-
surement of the intrinsic f luorescence of the protein and the anisotropy of the f luorescence of the lipid probe,
we propose the construction of lipid–protein interaction maps, which reflect both the efficiency of protein
binding and changes in the structure of the membrane. The latter take into account the change in the anisot-
ropy of the f luorescence of the label, which in turn is a measure of the mobility of the lipid environment of
the f luorescent probe. Analysis of interaction maps showed that there is a relationship between lipid mobility
and enzyme binding efficiency: the optimum interaction of PLA2 with membranes from a POPC/POPG
mixture lies in the region of the highest lipid mobility, and not in the region of the highest negative charge.
This dependence complements the existing understanding of the process of recognition of the membrane sur-
face by the enzyme and the selection of lipids by the enzyme already bound to the membrane. The proposed
mapping method can be extended to other membrane-active proteins.

Keywords: phospholipase A2, substrate specificity, lipid–protein interaction, f luorescence spectroscopy
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