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Исследования метаболизма РНК в течение клеточного цикла с по­
мощью седиментационного анализа (*, 2) и ДНК—РНК-гибридизации (3) 
не выявили различий в РНК, образующихся в разные периоды цикла. 
Однако предполагается, что такие различия существуют, так как в тече­
ние клеточного цикла многократно происходит синтез белков de novo и 
этому синтезу должно предшествовать появление соответствующих 
мРНК (4). Определенную информацию о механизмах регуляции прохож­
дения клетками фаз цикла может дать система синтеза РНК in vitro, 
содержащая ядра, выделенные из синхронизированных клеток. В связи 
с этим нами была изучена РНК-полимеразная активность изолированных 
ядер клеток HeLa, находившихся в Gb G2 и S-периодах клеточного цикла.

В опытах использовали клетки HeLa S-3, растущие в монослое на 
среде 199 с добавлением 10% бычьей сыворотки и 50 ед/мл мономицина. 
Клетки синхронизировали с помощью двойного тимидинового блока (5). 
Синхронное прохождение клетками фаз цикла контролировали в парал­
лельном опыте по изменению индекса меченых клеток и митотического 
индекса в течепие суток после снятия второго тимидинового блока. Ядра 
из клеток в S-, G2- и С^псриодах цикла выделяли соответственно че­
рез 3, 7, 15 час. после второй отмывки от тимидина. Для выделения ядер 
клетки снимали трипсинизацией, центрифугировали, осадок ресуспенди- 
ровали до концентрации 20 млн клеток/мл в гипотоническом буфере 
(0,01 М КН2РО4 — K2HPOi pH 7,7, 0,01 М MgCl2) и центрифугировали 
10 мин. при 500g. Осадок ресуспендировали в этом же буфере до концент­
рации 30—50 млн клеток/мл, добавляли тритон Х-100 до 0,07% и остав­
ляли при 0° на 10 мин. Суспензию набухших клеток гомогенизировали в 
дауне-гомогенизаторе. Гомогенат центрифугировали при 600 g 20 мин. 
в троекратном объеме раствора (0,01 М трис-НС1, pH 8,0 0,15 М сахароза, 
0,001 М MgCl2). Осадок ядер ресуспендировали в таком же растворе саха­
розы до 70—100 млн ядер/мл и вносили в среду инкубации по 0,2 мл. 
Чистоту ядер контролировали под световым микроскопом. Среда инкуба­
ции содержала в конечном объеме 0,5 мл: трис-НС1 65 мкмол., pH 8,0, 
АТФ, УТФ, ГТФ по 0,35 мкмоля, Н3-ЦТФ 1 мкС (удельная активность 
500 мС/ммоль), нерадиоактпвный ЦТФ 0,075 мкмоля, 2-меркаптоэтанол 
20 мкмол., MgCl2 2 мкмоля или МпС12 0,8 мкмоля. Для создания высокой 
ионной силы в среду добавляли (NH4)2SO4 до 0,4 М. Инкубацию проводи­
ли при 37° 10 мин. со встряхиванием. Контрольные пробы инкубировали 
при 0° 1 мин. Реакцию останавливали добавлением холодной 10% ТХУ 
с 0,04 М Na4P2O7, осадок ядер наносили на фильтры «Rufs», промывали 
холодной 5% ТХУ с пирофосфатом, 70° этаполом, высушивали и опреде^ 
ляли радиоактивность. Содержание ДНК в ядрах определяли по методу 
Бартона (6).

Определение содержания ДНК в препаратах ядер показало, что ядро 
клетки HeLa содержит в G4-, G2- и S-периодах соответственно 17-Ю-12, 
23,4-10_i2, 24-10-12 ДНК. При синхронизации двойным воздействием 
избыточного тимидина степень синхронности клеток уменьшается от S-
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периода к G2- и С^-перлодам, поэтому определенное нами содержание 
ДНК в ядре Gi-периода превышает действительное из-за примеси ядер 
G2- и S-периодов в препарате ядер Gj-периода. Так как ядра клеток из 
разных точек цикла содержат разное количество ДНК, то активность проб 
стандартизовали не по количеству ДНК, а по количеству ядер в пробе.

Способность ядер клеток Gt-, 
тезировать РНК сравнивали в

Таблица 1
Сравнение активности ядер клеток

Gr, G2 и S-периодов

Данные

Пери­
од 

цикла

Включе­
ние

Н3-ЦМФ, 
имп/мин 
на 107 
ядер

Относитель­
ная актив­

ность ядер, 
% от актив­
ности ядер 
Gi-периода

Включе­
ние

Н3-ЦМФ, 
имп/мии 

па 10z
ядер 
в 10-5
ДНК

G. 240 100 14,1
g2 320 133 13,6
S 395 164 16,5

итабл. 1Примечание. ,,
табл. 2 являются средними данными трех 
независимых опытов.

G2- и S-периодов клеточного цикла син- 
стандартной системе, содержащей Mg2+ 

(табл. 1). Активность изолирован­
ных ядер в отношении синтеза РНК 
в системе заметно уменьшается у 
ядер клеток С,- и Р2-периодов по 
сравнению с ядрами клеток S-перио- 
да. Очевидно, что эти различия мог­
ли быть выражены еще более резко 
при «идеальной» синхронизации. В 
синхронизированных клетках HeLa 
скорость синтеза РНК остается по­
стоянной или медленно возрастает в 
Gt-периоде, затем в первой полови­
не S-периода, приблизительно удваи­
вается и далее остается постоянной 
в конце S- и в С2-периоде (2). Это 

ускорение синтеза РНК связывают с удвоением ДНК в клетках в S-пе­
риоде (2,7). Возможно, увеличение РНК-синтезирующей способности изо­
лированных ядер клеток S-периода также связапо с удвоением матриц 
ДНК в ядрах. Однако при пересчете радиоактивности, включенной в 107 
ядер, на содержание ДНК в этом количестве ядер оказывается, что ак­
тивность ДНК ядер клеток G^периода на 17% ниже активности ДНК в 
S-периоде. Более высокую РНК-полимеразную активность ядер S-перио- 
да можно объяснить особым состоянием матрицы ДНК.

Известно, что высокие концентрации солей вызывают стимуляцию 
синтеза РНК изолированными ядрами в системе in vitro (8). Если исхо­
дить из того, что основная причина этой стимуляции — нарушение связи 
ДНК с белками хроматина (10), то можно ожидать, что активность ядер 
S-периода в меньшей степени изменится под действием высокой ионной 
силы. Результаты наших опытов показывают (табл. 2), что включение 
меченого предшественника ядрами клеток S-периода почти не стимули­
руется в системе, содержащей Mn2++(NH4)2SO4 0,4 М, в этих же усло­
виях синтез в ядрах Б2-периода увеличивается на 11 %, а в ядрах Gt - на 
76%. Эти данные хорошо согласуются с выводом о том, что матричная 
активность ядер в РНК-полимеразпой системе уменьшается от ядер S-пе­
риода к ядрам G2- и Gi-ггериодов.

РНК-синтезирующая способность ядер складывается из нескольких 
РНК-полимеразных активностей, которые можно разделить па две состав­
ляющие: 1) РНК-полимеразная активность, связанная с ядрышком, тре­
бующая присутствия ионов Mg2+, производящая РНК рибосомального 
типа и нечувствительная к а-аманитину; 2) РНК-полимеразная впеяд- 
рышковая активность, требующая присутствия ионов Мп2+ и синтезирую­
щая ДНК-подобную РНК (8, 10). Действие высокой ионной силы стиму­
лирует активность внеядрышковой РНК-полимеразы, а а-аманитин — ин­
гибирует. Используя ответы этих двух РНК-иолимеразных активностей 
на добавление Mn2++(NH4)2SO4 0,4 М и а-аманитина, можно оценить
соотношение обоих типов активностей в ядрах клеток различных фаз 
цикла и таким образом получить указания на события, происходящие в 
целых клетках.

а-Аманитин в концентрации 1 мкг/мл, введенный в инкубационную 
среду, содержащую Mg2+, примерно одинаково ингибирует синтез РНК 
ядрами всех периодов цикла (табл. 2). Так как а-аманитин действует 



только на активность Mn-зависимой РНК-полимеразы, то, следовательно, 
в ядрах клеток всех периодов существует довольно высокий фоновый 
уровень РНК-полимеразы II. Ингибирующее действие а-аманитина в си­
стеме, содержащей Mn2++(NH4)2SO4 0,4 М, максимально выражено на 
ядрах клеток S-периода (ингибирование включения предшественника на

Таблица 2

Действие высокой ионной силы и а-аманитина на РНК-полимеразную 
активность ядер, имп/мин на 107 ядер
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99
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35

41
30,6
8,9

91%), меньше — на ядрах клеток G2- и Gi-периодов (соответственно ин­
гибирование на 69,4 и на 59%). Можно предполагать, что повышенная 
чувствительность ядер клеток S-периода связана с увеличенным синте­
зом РНК АУ-тииа в этих ядрах. Результаты опытов с а-аманитином под­
тверждают эффект высокой ионной силы и также говорят о более активном 
состоянии матрицы ДНК в ядрах клеток S-периода клеточного цикла.
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