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Эффект холодовой акклимации на криопреципитацию
белков Tenebrio molitor в присутствии
дегидратирующего агента полиэтиленгликоля
(Представлено академиком НАН Украины А.Н. Гольцевым)

Исследованы особенности криопреципитации белков с молекулярной массой от 10 до
200 кДа из личинок Tenebrio molitor в растворах дегидратирующего агента ПЭГ-6000.
Показано, что состав криопреципитированных белков акклимированных и неакклими-
рованных личинок T. molitor имеет количественные и качественные отличия. Установ-
лено, что ПЭГ-6000 осаждает более эффективно белки из неакклимированных личинок
T. molitor, чем белки из акклимированных особей.
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ция, электрофорез.

В настоящее время особое внимание криобиологов привлекают молекулярные механизмы
адаптации биологических объектов к низким температурам. Важное значение в адапта-
ционных процессах уделяется конформационным особенностям белковой молекулы, в ча-
стности изменению ее гибкости и гидрофобности [1, 2]. Именно сохранение и оптимизация
функционального состояния макромолекул при различных температурных условиях среды
является одной из главных особенностей эволюционных изменений белков холодоадапти-
рованных организмов [3, 4]. Ранее было установлено [5], что предварительная холодовая
акклимация личинок Tenebrio molitor приводит к появлению их относительной резистен-
тности к переохлаждению, что может быть связано с конформационными изменениями
белков в процессе “холодовой закалки”. Для выявления факта конформационных измене-
ний белков в качестве одного из подходов используют дегидратационные агенты, а именно
полиэтиленгликоль (ПЭГ) [6, 7], который при охлаждении приводит к криопреципитации
белков в зависимости от степени их гидрофобности. Целью исследования было изучить кон-
формационные изменения белков из холодоакклимированных и переохлажденных личинок
Tenebrio molitor по данным криопреципитации в растворе ПЭГ-6000.
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Рис. 1. Содержание белка в криопреципитатах: Н — неакклимированные личинки T. molitor, А — аккли-
мированные личинки T. molitor, Нп — неакклимированные переохлажденные личинки T. molitor, Ап —
акклимированные переохлажденные личинки T. molitor
Результаты представлены в виде средних величин ± стандартное отклонение

Материалы и методы. В экспериментах использовали личинок большого мучного
хрущака T. molitor (Tenebrionidae), акклимированных при 5–7 ◦С в течение трех недель.
Акклимированных и неакклимированных личинок переохлаждали 3 сут при −6 ◦С. Из
личинок получали гомогенат в 0,6%-м растворе хлорида натрия на 0,1 М Na-фосфатном
буфере (pH 7,4) и центрифугировали 10 мин при 1800 g. Затем удаляли липидный слой
и отбирали надосадочную жидкость, которую центрифугировали 60 мин при 100 000 g.
Надосадок отбирали и определяли концентрацию белка в пробах по методу Бредфорда [8].
Криопреципитацию белков проводили ПЭГ-6000 с конечной концентрацией 4 и 6% при 4 ◦С
в течение 0,5 и 1,5 ч. Осадок перерастворяли в 0,1 М Na-фосфатном буфере (pH 7,4) в со-
отношении 1 : 6, определяли концентрацию белка и готовили пробы для SDS-электрофо-
реза [9].

Результаты и обсуждение. Анализ результатов криопреципитации белков с помо-
щью ПЭГ-6000 показал, что белки, полученные из неакклимированных особей T. molitor,
осаждались в большем количестве, чем белки из акклимированных, акклимированных пере-
охлажденных и неакклимированных переохлажденных личинок (рис. 1). Полученные дан-
ные позволяют предположить, что в процессе холодовой акклимации живых организмов,
в условиях гипотермии и в еще большей степени “холодовой закалки” происходят конфор-
мационные перестройки белков, способствующие их устойчивости в присутствии дегидра-
тирующего агента ПЭГ-6000. Следует отметить, что длительность криопреципитации на
количество преципитированного белка особого влияния не оказывает, т. е. осаждения бел-
ков в течение 30 мин достаточно для установления изменений в пробах.

Показано, что с повышением концентрации ПЭГ-6000 количество осажденного белка
увеличивается.

Учитывая низкий уровень метаболизма насекомых в выбранных условиях холодовой
адаптации, можно предположить, что конформационные изменения связаны не с измене-
нием качественного состава белков, а с их молекулярными перестройками, которые обуслов-
лены взаимодействием с низкомолекулярными продуктами, накапливающимися в процессе
акклимации, в частности с полиолами [10–13] или сахарами [11–13]. Высказанное пред-
положение подтверждается данными SDS-электрофореза белков личинок T. molitor. Как
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Рис. 2. Денситограмма электрофоретического спектра белков личинок T. molitor : М — маркеры молекуляр-
ной массы, а — неакклимированные, б — акклимированные, в — неакклимированные переохлажденные,
г — акклимированные переохлажденные

видно из рис. 2, имеются некоторые количественные изменения в отдельных пиках денси-
тограмм белков T. molitor, в то время как качественные отличия в белковом составе проб
акклимированных и неакклимированных личинок практически отсутствуют. Денситограм-
мы электрофоретического спектра белков личинок T. molitor содержат два основных пика
с мол. массой 200 и 74,5 кДа, которые имеют качественные и количественные изменения
(см. рис. 2), и минорные пики с меньшей молекулярной массой. В частности, после ак-
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Рис. 3. Денситограмма электрофоретического спектра преципитированных 4%-м ПЭГ-6000 белков личи-
нок T. molitor : М — маркеры молекулярной массы, а — неакклимированные, б — акклимированные, в —
неакклимированные переохлажденные, г — акклимированные переохлажденные

климации насекомых количество белков с мол. массой 200 кДа существенно уменьшается,
такая же ситуация наблюдается с белками акклимированных переохлажденных личинок.

При анализе белков из криопреципитированных 4%-м ПЭГ-6000 осадков также обна-
ружено уменьшение основного пика с мол. массой 74,5 кДа из акклимированных личинок
(рис. 3). Можно отметить некоторые качественные изменения в спектре белков, а также
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Рис. 4. Денситограмма электрофоретического спектра преципитированных 6%-м ПЭГ-6000 белков личи-
нок T. molitor : М — маркеры молекулярной массы, а — неакклимированные, б — акклимированные, в —
неакклимированные переохлажденные, г — акклимированные переохлажденные

существенное уменьшение содержания высокомолекулярных белков. Примерно такие же
изменения наблюдали в случае белков неакклимированных переохлажденных и акклимиро-
ванных переохлажденных особей T. molitor. Как видно из рис. 3, при использовании 4%-го
ПЭГ-6000 состав белков неакклимированных и неакклимированных переохлажденных ли-
чинок между собой схож, как и акклимированных и акклимированных переохлажденных
насекомых.
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Увеличение концентрации ПЭГ-6000 до 6% не оказывало влияния на качественный сос-
тав преципитатов (рис. 4). Однако наблюдалиcь количественные изменения основного пика
с мол. массой 74,5 кДа денситограмм белков из личинок T. molitor. В частности, криопре-
ципитация белков с 4%-м раствором ПЭГ-6000 приводит к осаждению белков с мол. массой
45, 74,5 и > 200 кДа во всех пробах, но с количественными отличиями (см. рис. 3). Согласно
полученным данным, ПЭГ-6000 с конечной концентрацией 6% осаждает в большей степени
белки с мол. массой 74,5 кДа и в меньшей степени протеины с мол. массой 45 и 200 кДа
(см. рис. 4).

Таким образом, в процессе низкотемпературной акклимации насекомых, в гипотерми-
ческих условиях или в условиях переохлаждения при −6 ◦С происходят определенные кон-
формационные изменения белков личинок T. molitor, что удается обнаружить с помощью
преципитирующего агента ПЭГ-6000. Это регистрируется как по данным количественного
осаждения белков, так и по данным SDS-электрофореза.
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Ефект холодової аклiмацiї на крiопреципiтацiю бiлкiв Tenebrio
molitor за наявностi дегiдратуючого агента полiетиленглiколю

Дослiджено особливостi крiопреципiтацiї бiлкiв з молекулярною масою вiд 10 до 200 кДа
з личинок Tenebrio molitor у розчинах дегiдратуючого агента ПЕГ-6000. Показано, що склад
крiопреципiтованих бiлкiв аклiмованих i неаклiмованих личинок Т. molitor має кiлькiснi та
якiснi вiдмiнностi. Встановлено, що ПЕГ-6000 осаджує бiльш ефективно бiлки з неаклiмо-
ваних личинок Т. molitor, нiж бiлки з аклiмованих особин.

Ключовi слова: холодова аклiмацiя, бiлки, полiетиленглiколь, крiопреципiтацiя, електро-
форез.
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The effect of cold acclimation on the Tenebrio molitor protein
cryoprecipitation in the presence of a dehydrating agent
polyethyleneglycol

The features of the cryoprecipitation of proteins with the molecular masses from 10 to 200 kDa of
Tenebrio molitor larvae in solutions of dehydrating agent PEG-6000 are studied. It was shown that
compositions of cryoprecipitated proteins from cold-acclimated and non-acclimated larvae T. moli-
tor differed quantitatively and qualitatively. It was established that PEG-6000 precipitated the
proteins of non-acclimated Т. molitor more effectively, than the proteins of acclimated individuals.

Keywords: cold acclimation, proteins, polyethyleneglycol, cryoprecipitation, electrophoresis.
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