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В настоящей работе описывается выделение и некоторые свойства мат­
рично-активной фракции РНК из цитоплазмы клеток асцитной карциномы 
Кребс-П. Принцип использованного метода основан на том, что большин­
ство клеточных мРНК содержит на З'-конце молекулы полиадениловую 
последовательность (1_4); поэтому мРНК могут быть специфически адсор­
бированы на твердом носителе, на котором неподвижно закреплены комп­
лементарные полинуклеотиды — поли (Т) или поли (У) (5~8).

Исходным материалом для выделения РНК служила постмитохондри­
альная надосадочная жидкость (фракция S3o) (9). Экстракцию РНК про­
водили по видоизмененному методу Бравермана (4) в двух вариантах.

1. К фракции S30 добавляли пятикратный объем раствора, содержащего 
0,1 М трис-НС1, pH 9,0, 10_3 М ЭДТА и 0,5% додецилсульфат натрия, и 
смесь встряхивали с равным объемом 80% фенола в течение 20 мин. при 
комнатной температуре. После охлаждения в ледяной бане и центрифуги­
рования (20 мин., 12 000 gj водную фазу повторно обрабатывали фенолом. 
РНК из водной фазы осаждали добавлением двух объемов этанола, оса­
док трижды промывали 66% этанолом с 0,1 М NaCl и растворяли в буфер­
ном растворе TH (0,1 М NaCl, 0,01 М трис-НС1, pH 7,5). Полученный таким 
способом препарат назвали тотальная цитоплазматическая РНК.

2. В ряде опытов проводили предварительную экстракцию фракции S3o 
фенолом при pH 7,6 в течение 10 мин. В этих условиях в водную фазу 
переходят преимущественно рибосомальная и транспортная РНК, а ос­
новная часть поли (А) содержащей РНК остается связанной с белком в 
интерфазе (4, 10). Экстракцию этой РНК из интерфазы проводили при pH 
9,0, как описано в первом варианте.

Колонку с поли (У)-целлюлозой готовили (“), используя целлюлозу 
для колоночной хроматографии фирмы Хемапол (Чехословакия) и К-соль 
поли (У) фирмы Реанал (Венгрия). Лиофилизованную смесь этих ве­
ществ (8 мг поли (У) на 1 г целлюлозы) суспендировали в этаноле и об­
лучали ультрафиолетом в течение 20 мин. на расстоянии 20 см от двух 
сдвоенных бактерицидных ламп БУФ-ЗО. Поли (У), пе связавшуюся с 
целлюлозой, отмывали водой, и колонку уравновешивали раствором TH. 
Приготовленная таким образом колонка удерживает 250—300 цг поли (А) 
на 1 г сухого веса поли (У) -целлюлозы.

Раствор РНК (2,5—3,5 мг/мл) наносили на колонку при 4° в количе­
стве до 30 мг на 1 г поли (У)-целлюлозы. Неадсорбированный материал уда­
ляли промыванием раствором TH на холоду. Как показано на рис. 1а, бо­
лее 95% тотальной цитоплазматической РНК не задерживается на колонке 
при этих условиях (пик А). Адсорбированная РНК элюируется при бо­
лее высокой температуре (25°) раствором с низкой ионной силой (0,01 М 
трис-НС1, pH 7,5) (пик 5). Количество материала в пике Б колебалось от 
2,5 до 3,5% от тотальной цитоплазматической РНК; оно достигало 13% 
при использовании РНК, выделенной при pH 9,0 после предварительной 
обработки цитоплазматического экстракта фенолом при pH 7,6. Некото­
рое количество РНК может быть дополнительно элюировано с колонки 
водой при 25°. Элюируемая водой РНК по седиментационному поведению 
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существенно не отличается от РНК, содержащейся в пике Б. Поэтому в 
ряде опытов всю первоначально адсорбированную на колонке РНК элю­
ировали водой, минуя стадию элюции буфером.

Дальнейшую очистку можно проводить путем рехроматографии мате­
риала из пика Б на поли (У)-целлюлозе (рис. 16).

В табл. 1 приведено сравнение нуклеотидного состава (определенного 
по методу (12)) тотальной РНК и материала из пика Б. Видно, что пик Б 
существенно обогащен ДНК-подобной РНК: отношение (Г + Ц) / (А + У) 
снижается с 1,62 до 0,92.

Таблица 1
Нуклеотидный состав фракций РНК, разделяемых на колонке с поли (У)-целлюлозой 

(среднее из двух определений)

Фракция РНК
Состав оснований, мол. % г+ц

А+У
ПУ 
пи.А У Г Ц

Т отальная цитоплазмати­
ческая РНК

18,0 20,2 34,2 27,6 1,62 1,09

РНК из пика Б 25,1 27,1 26,3 21,5 0,92 1,06

На рис. 2 показаны седиментационные профили полученных препаратов 
РНК. На линейный градиент 15—30% сахарозы на 0,01 М ацетатном буфе­
ре, pH 5,1, с 0,1 М NaCl и 0,5% додецилсульфатом натрия наносили около

Рис. 1. Хроматография тотальной цитоплазматической РНК на колон­
ке с поли (У)-целлюлозой, а — фракционирование исходной РНК, 
б — рехроматография пика Б. 1 — 0,01 М трис-НС1, pH 7,5, 25°. 2 — 

Н2О, 25°.

ед/мл

200 цг РНК и центрифугировали при 22 000 об/мин., 16,5 час. в роторе 
SW(25)1 при 25°.

После двух циклов фракционирования в пике Б выявляется довольно 
гетерогенный материал, пики 28 S и 18 S заметно сглажены. В случае после­
довательной экстракции РНК фенолом при pH 7,6 и 9,0 уже после одного 
цикла хроматографии пики рибосомальной РНК не выявляются. Эти дан­
ные показывают, что использованный метод выделения поли (А) содержа­
щей РНК позволяет получить ее в значительной степени освобожденной от 
рибосомальной РНК.
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Матричную активность выделенной РНК определяли в гомологичной 
бесклеточной белок-синтезирующей системе, представляющей собой фрак­
цию S&0, преинкубированную 50 мин. при 37° в условиях, обеспечивающих 
синтез белка в бесклеточной системе (9). Пробы, объемом 0,1 мл содержали 
по 30 цл преинкубированной фракции S3o, указанные количества РНК 
30 мМ трис-НС1, pH 7,6; 3,5 мМ MgCl2, 85 мМ KCI, 1,5 мЯ АТФ, 0,1 мМ 
ГТФ, 0,6 мМ ЦТФ, 10 мЛ7 креатинфосфата, 1,6 цг/мл креатинкиназы, по 
0,04 мТИ каждой из 19 немеченых аминокислот и 0,003 мМ С14-лизина 
(342 рС/ммол.).

Рис. 2. Седиментацион­
ные профили тотальной 
цитоплазматической РНК 
и РНК, адсорбирующей­
ся на колонке с поли- 
(У)-целлюлозой. 1 — то­
тальная цитоплазмати­
ческая РНК, 2— та же 
РНК после двух циклов 
адсорбции — элюции на 
поли (У) -целлюлозе, 3 —• 
РНК, выделенная путем 
последовательной эк­
стракции при pH 7,6 
и pH 9,0, после одного 
цикла адсорбции — элю­
ции на поли (У)-целлю­

лозе

Рис. 3. Включение С14-лизина 
в бесклеточной системе в за­
висимости от количества до­
бавленной РНК. а — инкуба­
ция 60 мин. б — инкубация 
90 мин. 1 — РНК из пика А и 
2 — РНК из пика Б, обе полу­
чены при фракционировании 
тотальной цитоплазматиче­
ской РНК. 3 — РНК из пика Б, 
полученная при фракциониро­
вании РНК, выделенной путем 
последовательных экстракций 

при pH 7,6 и pH 9,0

Было показано, что РНК, адсорбирующая на поли (У)-целлюлозе, сти­
мулирует включение меченой аминокислоты в бесклеточной системе в 6— 
10 раз. Включение метки существенно зависит от концентрации внесенной 
РНК — синтез максимален при концентрации около 4 цг на пробу и снижа­
ется при добавлении избытка РНК (рис. 3).

Продукты, синтезированные в бесклеточной системе под влиянием 
выделенной матричной РНК, были исследованы методом электрофореза 
в полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (13,“).

На рис. 4 показано, что в нашей системе образуется весьма гетероген­
ный набор белков; основная часть их представлена пептидами с молеку­
лярными весами, примерно от 10 до 70 тысяч дальтон (оценка молекуляр­
ного веса проводилась на основании данных приведенных в работе (15)). 
Обращает на себя внимание то обстоятельство, что по электрофоретиче­
ской подвижности продукты, образующиеся под влиянием экзогенной мат­
рицы, несколько отличаются как от белков, синтезируемых в цельных клет­
ках, так и от пептидов, синтезируемых в непреинкубированной бесклеточ­
ной системе на эндогенных матрицах. Основное отличие заключается в.
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Рис. 4. Анализ продуктов, синтезированных в бесклеточной системе 
при добавлении РНК, адсорбирующейся на поли (У)-целлюлозе. 
1 — продукты, синтезированные под влиянием РНК из пика Б. 
Проба, объемом 0,2 мл, содержала 60 цл преинкубированпой фракции 
S30, бцг РНК и прочие компоненты, как указано в тексте. Время 
инкубации с С14-лизином (1 рс/мл) 120 мин. 2 — продукты, синте­
зированные в неразрушенных клетках. 107 кл/мл в растворе Эрла 

метили Н3-лизином (1 цС/мл, 250 цС/ммол) в течение 40 мин. 
3 — продукты, синтезированные в бесклеточной системе па эндо­
генных матрицах. Проба, объемом 0,2 мл, содержала 60 рл непре- 
инкубированной фракции S3o и прочие компоненты, как указано 

в тексте. Время инкубации с Я3-лизином (5 рС/мл) 120 мин

том, что среди продуктов, образованных под влиянием экзогенной мРНК, 
относительно снижена доля наиболее высокомолекулярных белков и, на­
оборот, повышена доля белков с более низким молекулярным весом. 
В настоящее время трудно сказать связаны ли эти различия с тем, что не­
которые экзогенные матрицы не считываются (или считываются хуже) в 
преинкубированной бесклеточной системе, или с тем, что при описанном 
методе выделения теряется (или деградирует) часть молекул мРНК.

Подводя итог, отметим, что фракция РНК, выделенная из цитоплазма­
тической РНК клеток Кребс-П, имеет близкий к ДНК нуклеотидный со­
став и весьма активна в стимуляции белкового синтеза в гомологичной бес­
клеточной системе. Поэтому можно заключить, что эта фракция сильно 
обогащена информационными РНК.
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