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К настоящему времени накоплен ряд фактов, говорящих о том, что 
гистоны, кислые белки и РНК неравномерно распределены вдоль ДНК 
хроматина и что препараты последнего состоят из гетерогенных молекул 
ДНП (1_3). Однако разделение такого рода молекул и их фрагментов оста­
ется трудной задачей, поскольку различия их физико-химическпх свойств 
невелики. Кроме того, объективность картин разделения зависит не толь­
ко от соотношения макромолекулярных компонентов в молекуле ДНП, 
но и от ряда других факторов (3_е). Различные подходы к решению зада­
чи включают разделение хроматина на ДНП-нити, фрагментацию ультра­
звуком или ДНКазой с последующим делением на молекулярных ситах, 
по растворимости или по плавучей плотности предварительно фиксиро­
ванных препаратов ДНП (1_3).

Неодинаковое содержание белков и РНК в молекулах ДНП может при­
вести к различиям в плотности заряда на единицу длины молекулы, что 
скажется на ее электрофоретической подвижности. Однако различия в 
подвижности незначительны для крупных молекул ДНП (7, 8), что затруд­
няет их разделение. Поэтому в настоящей работе исследовалось электро­
форетическое поведение частиц ДНП, получаемых при мягкой ультразву­
ковой обработке хроматина, растворенного в 4 М мочевине (ДНПМ).

Хроматин выделяли из ядер тимуса теленка по методу Хуанга и 
Хуанг (9). Полученный гелеобразный препарат (40% ДНК, 57% белка 
и 3% РНК) переводили в растворимое состояние обработкой 4 М мочеви­
ной по методу Георгиева и сотрудников (,0). Перед электрофорезом 10 мл 
ДНПМ подвергали действию ультразвука при частоте 22 кгц и интенсивно­
сти 14 вт/см2 в течение 3 мин. (генератор УЗДН-1) п центрифугировали 
20 мин. при 20 000 g. Препарат ДНПМ (500—700 иг ДНК на 1 мл) вноси­
ли в колонку электрофоретического аппарата (LKB, 3340) в 0,001 М трис- 
буферном растворе, pH 7,5, содержащем 4 + мочевину, 0,01 М NaCI и 5% 
сахарозу. Разделение ДНП,, происходило в том же буферном растворе; 
в рабочей части колонки создавался градиент плотности сахарозы, равный 
0,002 г-см-4, при изменении ее концентрации от 25 к 0%. При этом в 
верхней части колонки формировалась «ступенька» градиента плотности 
от 8 к 2% сахарозы для внесения препарата ДНПМ в 5% сахарозе. Элек­
тродные п промежуточные растворы готовили по методу Оливера и со­
трудников (’). Электрофорез вели в течение 16—18 час. при плотности 
тока 1,5 ма/см2 п напряжении 400 в. Элюированный материал диализова­
ли против 0,001 М трис-буфера, pH 7,5, и концентрировали на гуммиара­
бике, лиофилизацией или обдуванием диализной трубки током холодного 
воздуха. Основные и кислые белки хроматина выделяли прямой экстрак­
цией (“) или фракционированием на гидроксилапатите (12). Содержание 
нуклеиновых кислот оценивали по методу Цанева и Маркова (13), а со­
держание белка — по методу Лоури (14).
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Как уже говорилось, электрофорез нативного ДНП не позволяет вы­
явить его гетерогенность (’,8). Лишь частичное обеднение ДНП белками 
приводит к расширению движущейся зоны без какого-либо разделения ее 
на отдельные фракции (*5). В наших опытах установлено, что мягкая 
ультразвуковая обработка хроматина в 4 М мочевине приводит к появле­
нию малого пика ДНП (ДНП I). Электрофоретическая подвижность это­
го пика на 35 % превышает подвижность главного по массе пика — 
ДНП II (рис. 1). Такое разделение не происходит, если электрофорезу

подвергается неозвученный препарат ДНПМ. По-видимому, в 4 М мочевине 
поперечное дробление молекул ДНП ультразвуком (16) протекает более 
интенсивно, поскольку мочевина переводит ДНП в растворимое состоя­
ние, расплетая хроматиновые фибриллы до элементарных 40 А нитей (10). 
Существенное уменьшение длины фрагментов ДНП способствует выявле­
нию предсуществующих различий в плотности заряда на единицу длины 
молекулы ДНП и появлению электрофоретических пиков ДНП I и ДНП II.

Данные химического анализа препаратов ДНП I и ДНП II представ­
лены в табл. 1. Видно, что фракция ДНП I, содержащая около 8% всей 
ДНК хроматинового препарата, обогащена кислыми белками и РНК. Ве­
роятно, это обогащение ДНП I полианионами обусловливает повышенную 
подвижность фракции в электрическом поле в направлении анода.

Наблюдаемые различия в плотности заряда фрагментов ДНП трудно 
объяснить частичной диссоциацией белков ДНП при электрофорезе или 
их перераспределением в 4 М мочевине. Так, Оленбуш и сотрудники (15) 
показали, что увеличение концентрации NaCl до 0,2 М в используемых 
условиях электрофореза не сказывается заметно на подвижности ДНП. 
С другой стороны, перераспределение белков или каких-то комплексов 
белков с другими компонентами хроматина, наблюдаемое при обработке 
ДНП мочевиной (17), по-видимому, сводится к миграции на гомологичные 
места других молекул ДНП. В пользу этого говорят данные о том, что при­
сутствие 5 М мочевины необходимо для реконструкции хроматина, экви­
валентного нативному препарату по критерию конкурентной гибридиза­
ции (18). Вероятно, наблюдаемая гетерогенность ДНП не может быть обу­
словлена перераспределением белков. Напротив, последнее должно приво­
дить к уменьшению степени гетерогенности, «смазыванию» ее.
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Таблица 1

Характеристика фракций ДНП, излучаемых электрофорезом в градиенте 
плотности сахарозы (средние из 7 опытов)

Тип
ДНП

Спектральные 
характеристики

РНК/ДНК Белок/ДНК

Прямая эк­
стракция (п)

фракционирова­
ние на гид- 

роксилапатите (12)

^min, 
мц

?*тах’
мр.

ОПазо/ 
/ОНгео

основ­
ные 

белки, 0/ /0

кис­
лые 

белки.
%

основные 
белки, 

%

кис­
лые 

белки,
%

ДНПо 236 261 0,72 0,068 + 0,014 1,38 л-0,07 87 + 4 13-1 93—3 7-^3
ДНП I 237 261 0,76 0,380 + 0,090 1,84 + 0,33 70 + 9 30-9 84-6 16-6
ДНП II 236 261 0,67 0,041+0,010 1,09+0,10 91+3 9 + 3 96-2 4-2

Таким образом, электрофорез озвученных препаратов ДНПМ в градиен­
те плотности сахарозы представляется эффективным методом для выяв­
ления структурно неоднородных фрагментов хроматина и позволяет по­
лучить две фракции, четко различающиеся по целому ряду признаков. 
Анализ метаболической и матричной активности этих фракций, оценка 
степени гибридизации между их ДНК и естественной иРНК является 
предметом наших дальнейших исследований.
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