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С ЛАМЕЛЛЯРНЫМИ БЕЛКАМИ ПЛАСТИД

(Представлено академиком А. И. Опариным 28 VI 1971)

При изучении структурного белка внешних мембран митохондрий (*) 
и липопротеидов ламёллярной фракции хлоропластов (2) в препаратах 
белков, тщательно очищенных от липидов, был обнаружен «остаточный» 
фосфор. По мнению исследователей, в первом случае он был не фосфоли
пидной природы (экстракция смесью хлороформа с метанолом не меняла 
его количества) (’), во втором — фосфолипидной (2). Цель настоящей ра
боты состояла в дальнейшем изучении свойств фосфолипидов, прочно свя
занных с ламеллярными белками пластид.

Объектом исследования служили дифференцирующиеся хлоропласты 
кукурузы сорта Элита. Условия экспонирования проростков в атмосфере 
С14О2, выделение очищенных препаратов пластид и извлечение из них ла
меллярных белков описаны ранее (3~5). Для получения белковой части 
ламеллярных белков их обрабатывали смесью хлороформ — метанол (2:1), 
добавляли 20% воды и центрифугировали при 3000g 10 мин. Белки обра
зовывали плотный слой на границе раздела хлороформ — водный метанол. 
Экстракцию липидов повторяли, затем из белковой части липопротеидов 
(апобелок) выделяли прочно связанную с последними липидную фракцию. 
Для этого белковые препараты инкубировали в спиртовом растворе 0,01 N 
КОН при 60° в течение 15 мин. К охлажденному раствору добавляли 6% 
НСЮ4 до pH ~ 6. Нерастворимый КСЮ,, и выпавший в осадок белок уда
ляли центрифугированием. Раствор упаривали в вакууме в роторном испа
рителе. Остаток экстрагировали последовательно хлороформом и 50% эта
нолом. Растворимые в 50% этаноле вещества количественно переносили 
на бумагу «Ватман» 3 мм (15 X 40 см) и подвергали электрофорезу в 2М 
уксусной кислоте при напряжении 700 в в течение 90 мин. И.-к. спектры 
снимали на приборе UR-10 в интервале 5000 — 400 см-1. Исследуемые ве
щества запрессовывали в таблетки КВг. Пептиды гидролизовали 6.V НС1 
при 105° в течение 24 час. Аминокислоты гидролизатов разделяли после
довательно хроматографией на бумаге «Ватман» 3 мм в системе раство
рителей бутанол — уксусная кислота — вода (5:2: 3) и электрофорезом в 
0,2А7 NH4OH (для разделения аргинина, лизина, гистидина, глютаминовой 
кислоты и треонина) или в 2М уксусной кислоте в течение 90 мин. при 
напряжении 700 в. Фосфор определяли по методу Герлаха и Дойтике (6), 
белок — по методу Лоури и др. (7). Радиоактивность измеряли на газо
проточном счетчике СОТ-ЗО-БФЛ.

Анализ содержания фосфора, прочно связанного с белковым компонен
том ламеллярных белков, показал, что количество фосфора в препаратах 
апобелков зависит от стадии дифференциации хлоропластов. В проростках, 
подвергнутых освещению в течение 1; 5; 24 и 144 час,, содержание оста
точного фосфора в препаратах составляло соответственно 11,6; 10,0; 7,9 и 
5,3 цг фосфора на 1 мг ламеллярного белка. В связи с тем, что в ламел
лярной системе пластид были обнаружены РНК и рибосомы, связанные с 
тилакоидами (8,9), прежде всего1 предстояло выяснить, не влияют ли эти 
компоненты внутренних мембран пластид на природу остаточного фосфора 
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апобелка липопротеидов. Для этого материал (от 11 до 23 мг белка) гид
ролизовали до нуклеотидов или оснований (10) и подвергали электрофоре
зу в 0,01М ацетатном буфере pH 3,8 в течение 120 мин. при напряжении 
6U0 в. Положение метчиков нуклеотидов и оснований определяли по по
глощению в ультрафиолете. Кроме того, электрофореграммы окрашивали 
на фосфор. Во всех случаях было выявлено несколько1 компонентов орга

нических фосфорных соедине
ний, имеющих значительно 
большую подвижность, чем 
нуклеотиды. Оснований и 
нуклеотидов не было обнару
жено. Результаты получались 
иными, если исследуемые ор
ганические фосфорные соеди
нения сравнивали в одинако
вых условиях эксперимента с 
деацилированными произвол 
ными фосфолипидов из ли
пидной части липопротеидов. 
В этом случае вещества обна
руживали одинаковую элект
рофоретическую подвижность 
и имели близкий набор ком
понентов. Изучение состав
ных частей фракции фосфоли
пидов, прочно связанной с 
белковым компонентом липо
протеидов, методом и.-к. 
спектроскопии дало следую
щие результаты. На рис. 1-4 
в редставлены и.-к. спектры 

препарата апобелка липопротеидов из хлоропластов, содержа-

WOO см-'

Рис. 1. И.-к. спектры различных компонентов апо
белка липопротеидов из хлоропластов курурузы. 
А — исходный препарат апобелка; Б — после гид
ролиза 0,1 М NH/.OH; В — деацилированные про
изводные фосфолипидного компонента апобелка, 
очищенные 
пептидная

от жирных кислот и пептидов; Г — 
часть фосфолипидного компонента 

апобелка

исходного
щего остаточный фосфор. О белковой природе вещества говорят частоты 
основных и комбинационных колебаний 
белков и полипептидов: 1250 и 1550 см-1 
и валентное колебание CN), 1650 см-1 
с тем спектр свидетельствует О' на
личии в препарате эфирных групп 
и фосфоглицериновой структуры: 
1050-1062 см-1 (Р-О-С), 1250 
см-1 (Р=О), 1145 и 1762 см-1 
(С = О сложных эфиров аминокис
лот и пептидов), 3300 см-1 (ОН). 
Кроме того, обращают на себя вни
мание колебания алифатических 
частей белков и жирных кислот: 
серия 1412—1465 и 1385 см-1 (СН: 
СН2; СН3), 2862—2960 см-1, а так
же симметричное и антисиммет
ричное колебания СОО- и СООН: 
1410, 1570 и 1720 см"1. После обра
ботки препарата апобелка в 0,1# 
NH4OH при 37° в течение 15 мин. 
и удаления аммиака и.-к. спектр 
исчезли лишь колебания в зоне 
гидролиза были разрушены сложноэфирные связи жирных кислот и фос
фолипидов, а также фосфолипидов и пептидов. Необходимо отметить, что 
после гидролиза апобелков в указанных выше условиях нам удавалось вы

главной цепи валентной связи 
(деформационное колебание N11 

(валентное колебание СО). Вместе

Таблица 1

Включение С14 (имп/мин) из С14О2 
в пептиды фосфолипидной фракции, 
прочно связанной с ламеллярными 
белками пластид в разные сроки 

инкубации

мало

Продолж. 
освещения 

проростков, 
час.

Пептиды Белковый 
компонент

5 мин. 45 мин. 5 мин. 45 мин.

1 8814 17041 4766 9055
5 3306 6775 3980 7305

24 2192 4138 5749 9065
144 990 2837 8285 14919

изменился (рис. 1G);
результате

вещества
1762 см-1. По-видимому, в
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делить жирные кислоты как таковые и исследовать их и.-к. спектры. Были 
получены характерные спектры жирных кислот: серия 2850—2960 см"1, 
1412—1465 и 1385 см"1 (СН; СН2; СН3), 1186 см-1, 1720 см"1. После очи
стки электрофорезом фосфорсодержащей части препарата апобелка были 
получены спектры, представленные на рис. 1В. О фосфоглицериновоп 

свидетельствуют колебания 1050 — 1070 см"1
Таблица 2

структуре вещества 
(Р-О-С), 1145 и
1250см-‘ (Р=О). Де
ацилированные про
изводные синтетиче
ского препарата ди- 
фосфатидилглице р и-

Включение С14 в аминокислоты пептидов фосфолипидной 
фракции, прочно связанной с ламеллярными белками 

пластид в разные сроки инкубации 
(в процентах от суммарной радиоактивности 

С14-аминокислот в пробах)

Аминокислоты 5 мин. 45 мин. Аминокислоты 5 мин. 45 мин.

20,4 3,4 5,3 16,7
Аргинин 4,5 4,2 Аланин 6,5 121

5,3 2,7 7,9 8,1
Лизин 6,6 3,7 Пролин 8,8 И,4

5,3 2,7 3,1 1,9Гистидин 7,8 4)8 Тирозин 61 4,3
Аспарагиновая 6,4 14,7 9.2 4,5

кислота 9,1 12,6 7,0 6,2
4,1 6,1 4,8 3,8

Серин Щ6 6,4 Метионин 71 41
8,7 14,5 3,3 2,3

Глицин 7,7 9,1 Фенилаланин 5Д 5%5
Глютаминовая 5,4 6,5 2,5 1,6

кислота 6,2 7,8 Лейцины 4,0 1,9
8,3 10,6

Треонин 6,4 Хб - •

Примечание. Числа над чертой — при освещении 1 час., 
под чертой — 24 часа.

на имели аналогич
ный и.-к. спектр. Сле
дует отметить, что в 
обоих случаях были 
выявлены неизвест
ные колебания в зоне 
1660 см-1, которые не 
проявлялись, если де
ацилированный ди- 
фосфатидилглицерин 
(ДФГ) не подвергали 
гидролизу (**). Мож
но предполагать, что 
в результате гидроли
за имело место обра
зование циклических 
производных продук
тов распада фосфати- 
дилглицеринов. В 
и.-к. спектре, пред
ставленном на рис. 
1В, нет поглощения 
при 1550 см-1. Это 
свидетельствует об очистке деацилированных производных изучаемой 
фракции фосфолипидов от пептидов или аминокислот. Эти вещества, яв
ляясь составной частью изучаемой фракции фосфолипидов, при электро
форезе хорошо отделяются от деацилированных производных фосфолипи
дов. Их и.-к. спектр приведен на рис. 1Г. В нем четко проявлены амидные 
колебания (1250, 1550, 1650 см-1), но отсутствуют колебания Р—О—С 
группировки (1050—1070 см-1).

Наличие пептидов в изучаемой фракции фосфолипидов представляет 
для нас большой интерес в связи с их высокой метаболической актив
ностью. При экспозиции проростков в атмосфере С14О2 на всех изученных 
стадиях дифференциации хлоропластов в пептидах были сосредоточены 
значительные количества радиоактивных аминокислот (табл. 1). Оно было 
максимальным в хлоропластах со слабо развитой системой ламелл (1 час 
освещения), составляя около 65% от суммарной радиоактивности С1‘-ами
нокислот в препаратах апобелка, и снижалось по мере дифференциации 
хлоропластов. При этом возрастало содержание С14-ампнокпслот в белко
вых компонентах липопротеидов.

В процессе дифференциации хлоропластов аминокислотный состав 
пептидов заметно изменялся. С увеличением экспозиции проростков в ат
мосфере С14О2 возрастало содержание тех аминокислот, которые образу
ются в хлоропластах при фотосинтезе. Это явление наблюдалось на всех 
изученных стадиях дифференциации хлоропластов. Типичные данные для 
некоторых из этих стадий представлены в табл. 2.
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Таким образом, на различных стадиях дифференциации хлоропластов 
определенная часть фосфолипидов пластид прочно связана с белковым 
компонентом липопротеидных комплексов. В составе фосфолипидных фрак
ций обнаружены пептиды, имеющие высокую метаболическую активность. 
Характер включения аминокислот в пептиды и их взаимоотношения с 
белковым компонентом липопротеидных комплексов пластид позволяют 
предполагать их важную роль как в биосинтезе, так и в структурной орга
низации липопротеидов ламеллярной системы хлоропластов.

Авторы благодарят академика А. И. Опарина за интерес, проявленный 
к работе, и обсуждение ее результатов.

Институт биохимии им. А. Н. Баха Поступило
Академии наук СССР 18 VI1971
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