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К настоящему времени накопилось много данных по седиментацион­
ным свойствам рибосом хлоропластов водорослей (1_7). Полученные ре­
зультаты позволяют отнести эти частицы к типу 70S и указывают на их 
сходство с рибосомами прокариотов: бактерий и синезеленых водорослей. 
Это сходство поддерживает гипотезу о том, что хлоропласты возникли пу­
тем эндосимбиоза клеток-гетеротрофов и синезелепых водорослей. Однако 
относительно плотностной характеристики в CsCl рибосом хлоропластов- 
сведений в литературе мало.

В данной работе изучены седимептационпые свойства мономеров! и суб­
частиц и определена величина плавучей плотности в хлористом цезии ри­
босом хлоропластов одноклеточной водоросли Euglena gracilis, относя­
щейся к типу Euglenophita.

Клетки выращивали на синтетической среде Крамера и Мейера, как. 
описано ранее (8). Выделение и очистку рибосом из хлоропластов прово­
дили методом дифференциального центрифугирования. Отмытые от среды 
клетки разрушали растиранием в ступке со стеклянными бусами и затем 
суспендировали в среде, содержащей 10 мАГ триэтаноламина (ТЭА) pH 7,6,. 
10 м71/ КС1, 10 мТИ MgCl2, 5 м/1/ [i-меркаптоэтанола ([3-МЭ), 0,3 М сахаро­
зу и 10 мкг/мл поливинилсульфата (ПВС). Неразрушенные клетки, об­
ломки и ядра удаляли центрифугированием при 700 g. Хлоропласты осаж­
дали при 3000g с последующим двукратным переосаждением. С целью 
очистки от возможного загрязнения цитоплазматическими рибосомами 
хлоропласты, суспендированные в среде выделения, наслаивали на среду 
того же состава, но содержащую 0,5 М сахарозу, и центрифугировали при 
4500g в течение 40 мин. Осадок хлоропластов помещали в гипотоническую 
среду (10 мМ ТЭА pH 7,6, 100 мА/ КС1, 10 мМ MgCl2, 5 мМ £-МЭ, 10 мкг/ 
/мл ПВС) и лизировали их 5% раствором тритона Х-100. После центрифу­
гирования при 25 000g в течение 20 мин. суспензии разрушенных хлоро­
пластов рибосомы осаждали при 110 000g 120 мин. Полученный препарат 
рибосом переосаждалп при 160 000g в течение 60 мин. с предварительным 
удалением агрегатов низкоскоростным центрифугированием. Формалини- 
зацию проводили путем добавления к суспензии рибосом на холоду рав­
ного объема 8% формальдегида (9).

Выделенные препараты рибосом обладали типичным спектром погло­
щения в у.-ф свете отношения E2M/E2tir, и Е2Ы/Е23ъ равнялись соответст­
венно 1,8 и 1,7. Содержание белка в препарате рибосом, определенное по 
методу Лоури (10), составляло 45%.

Коэффициенты седиментации рибосом п субъединиц определяли на 
аналитической ультрацентрифуге «Spinco Е» (Beckman), оснащенной ска­
нирующим устройством с адсорбционной оптикой, мультиплексором и мо­
нохроматором. Седиментацию проводили в ТЭА-буфере ЮмМ pH 7,6, со­
держащем 100 мЛ/ КС1 и 10 м.1/ MgCI2, при концентрации частиц около 
100 мкг/мл. Суспензию рибосом предварительно диализовали против того 
же буфера для удаления тритона Х-100. На рис. 1 приведены полученные 
в одном из опытов седиментационные диаграммы. Как видно, выделенные
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Рис. 1. Седиментационные диаграммы препарата рибосом (а) и большой 
и малой субъединиц рибосом (б) хлоропластов Е. gracilis. Анализ на 
ультрацентрифуге «Spinco Е», оснащенной сканирующим устройством 
с абсорбционной оптикой. Центрифугирование! при 30 000 об/мин, 20°.

Снимки сделаны на 33-й мип. (а) и на 31-й мин. (б)

Рис. 2. Плотностное распределение рибосом хлоропластов Е. gracilis в гра­
диенте CsCl. 1 — плотность CsCl; 2 — поглощение; центрифугирование при 
36 000 об/мин., 36 час. в роторе «SW-45» центрифуги К-28 Горьковского 

автозавода
препараты рибосом представляли собой смесь мономеров и субчастиц. 
Для полной диссоциации рибосом их диализовали против буфера следую­
щего состава: 10мЛ7 ТЭА pH 7,6, 100 мЛ7 КС1, 1 мЛ7 MgCI2. Расчет коэф­
фициентов седиментации (s2o, тт) дал величины 68,7+0,4 S для мономера 
и 46,7±0,3 и 31,2±1,1S для большой и малой субъединиц соответственно. 
В опытах по определению седимептационпых свойств рибосом использова­
ли очень низкие концентрации частиц, и поэтому вычисленные величины 
$2о, w могут быть без поправки приняты в качестве значений s$g w .

Центрифугирование фиксированных формальдегидом рибосом в гради- 
епте плотности хлористого цезия до равновесия проводили по описанному 
ранее методу (9). Плотности растворов рассчитывали по уравнению Иф- 
фта (и) и вносили поправку на показатель преломления формальдегида. 
Относительное содержание белка в рибосомах вычисляли на основании 
найденных величин плавучей плотности CsCl (12).
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Распределение рибосом хлоропластов в градиенте плотности CsCl в од­
ном из типичных опытов представлено на рис. 2. Исследованные препа­
раты распределялись в градиенте CsCl в виде одного гомогенного пика. 
Плавучая плотность 70S рибосом хлоропластов Е. gracilis оказалась рав­
ной 1,574+0,005 г/см3 (по данным трех независимых опытов). На основа­
нии этого расчет относительного содержания белка в них дает величину 
46% (соотношение РНК/белок—1,2), что совпадает с данными химиче­
ского определения.

Для сравнения мы исследовали плавучую плотность в градиенте CsCl 
рибосом синезеленой водоросли Anabaena variabilis. Рибосомы A. variabi- 
lis обладали плавучей плотностью 1,641 г/см3 и напоминали в этом отно­
шении рибосомы бактерий (для Е. coli р=1,638 г/см3). Подобные резуль­
таты были получены ранее для данного и других видов синезеленых водо­
рослей (13).

Таким образом, по величине плавучей плотности в CsCl рибосомы хло­
ропластов Е. gracilis значительно отличаются от рибосом бактерий и сине- 
зеленых водорослей, хотя и имеют одинаковые коэффициенты седимен­
тации.

В литературе отсутствовали данные по плотностной характеристике 
рибосом хлоропластов Е. gracilis. В работе Раусона и Штутца (4), выде­
ливших из хлоропластов этого вида водорослей 70S рибосомы, приведены 
результаты химического анализа рибосом. Авторы обнаружили, что рибо­
сомы хлоропластов по химическому составу сходны с рибосомами бакте­
рий и содержат 33% белка. Однако определенные нами величины относи­
тельного содержания белка химическим методом (45%) и методом 
плотностного анализа в CsCl (46%) не совпадают с данными Раусона 
п Штутца, но хорошо согласуются с имеющимися в литературе немного­
численными сведениями о плотностной характеристике рибосом хлоропла­
стов других объектов. Так, плавучая плотность рибосом хлоропластов 
проростков гороха Pisum sativum составляет, по одним данным, 1,555± 
+0,003 г/см3 (14), а по другим, 1,576 г/см3 (15). Это позволило авторам 
предположить, что по химическому составу рибосомы хлоропластов выс­
ших растений больше напоминают рибосомы 80S-THna, чем рибосомы 
бактерий и синезеленых водорослей. Имеется лишь единичное сообщение, 
касающееся плотностей характеристики рибосом хлоропластов водорос­
лей. Было найдено (13), что у зеленой водоросли Chlorella pyrenoidosa ри­
босомы хлоропластов характеризуются плавучей плотностью, равной 
1,570 г/см3 и содержат белка 47%, что совпадает с результатами анализа 
химическим методом. Полученные памп данные о химическом составе 
рибосом хлоропластов Е. gracilis соответствуют опубликованным в лите­
ратуре результатам по плотностной характеристике рибосом хлоропластов 
других объектов.

В заключение следует подчеркнуть, что отмеченное ранее многими 
исследователями сходство седиментационных свойств мономеров и субъ­
единиц рибосом хлоропластов с рибосомами 70Э-типа бактерий и сипезе- 
леных водорослей хорошо подтверждается нашими результатами. Однако 
рибосомы хлоропластов Euglena gracilis характеризуются более низкой 
величиной плавучей плотности, чем рибосомы прокариотического типа, 
п похожи на рибосомы хлоропластов высших растений и водорослей. Не 
исключено, что рибосомы хлоропластов уникальны и отличаются от рибо­
сом прокариотов.
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