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Рис. 1. Центрифугирование ри- 
бопуклеопротеидного материа­
ла ретикулоцитов кролика. 
Ультрацентрифуга «Spinco» 
L-2-65B, ротор SW 25,2; 7-25% 
линейный градиент сахарозы 
на буфере 0,01 М трис-НС1 pH 
7,4, 0,02 М КС1, 0,0015 М MgCl2;

13 час., 24 000 об/мин, 4°

Из полирибосом ретикулоцитов кролика выделена 9S РНК, содержа­
щая поли А-богатые последователь пости и направляющая в бесклеточной 
■белоксинтезирующей системе синтез а- и Р-полипептидцых цепей глобина 
(', 2). Показано, что рибонуклеопротеидьые частицы, содержащие мРНК 
(информосомы) ретикулоцитов кролика, содержат РНК, кодирующую 
только a-цепь глобина (‘, 3).

Целью настоящей работы было выделение из ретикулоцитов препара­
тивных количеств мРНК, кодирующей а-цеиь глобина и исследование про­
дуктов трансляции этой РНК.

Выделение клеток, лизис и получение постмитохонлриал зной надоса- 
.дочпой жидкости проводили, как описано ранее (4). Для концентрации 
рибонуклеопротеидного материала применяли процедуру осаждения при 
pH 5,1 (5). Для этого к постмитохондриальпой надосадочной жидкости 
на холоду добавляли но каплям 1 М уксус 
ную кислоту. Выпавший осадок тотчас же 
отделяли центрифугированием (10000 g, 
5 мин., 4°), растворяли в 0,1 М трис-НС1, 
pH 8,0, 0,05 М КС1, 0,005 М MgCk и раствор 
осветляли при том же режиме центрифуги­
рования. Гемоглобин, сорбированный на 
осадке, отделяли гель-фильтрацией на 
колонке с сефадексом G-100 (1,6X70 см), 
уравновешенной 0,01 М трис-НС1, pH 7,4, 
0,02 М КС1, 0,0015 М MgCl2. Фракции, соот­
ветствующие свободному объему колонки, 
собирали и вновь концентрировали при pH 
5,1, как описано выше. Материал наслаивали 
на градиент концентрации сахарозы и под­
вергали центрифугированию (рис. 1). Ре­
зультаты регистрировали измерением опти­
ческой плотности при 260 им. В зоне, 
седиментирующей со скоростью приблизи­
тельно 20S (16S—24S) относительно 40S 
рибосомной субчастицы, наблюдали неболь­
шой четко воспроизводимый пик. Фракции, соответствующие этому пику, 
как показано на рис. 1, собирали и использовали для выделения и ана- 

..лиза РНК.
Для этого материал осаждали добавлением 2,5 объемов этанола, содер­

жащего 0,1 М NaCl, и оставляли на ночь при —20°. Осадок отделяли 
центрифугированием (5000 g, 10 мин., 4°), растворяли в 0,01 М трис-НС1, 
pH 7,4, 0,1 М NaCl, 0,001 М ЭДТА и подвергали кратковременной инкуба­
ции с 0,5% додецилсульфатом натрия (5 мин., 37°). РНК исследовали 
в градиенте концентрации сахарозы (рис. 2). При центрифугировании 
в течение 6 час. наблюдали пик 9S относительно 4S, 9S, 18S РНК из ре­
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тикулоцитов кролика, в то время как в зоне, соответствующей 18S, не было 
сколько-нибудь заметных количеств РНК (рис. 2а). Это свидетельствует 
о том, что препарат, использованный для выделения РНК, не содержал 
примесей рибосомного материала. При более длительном центрифугиро­
вании в нике 9S обнаруживается плечо, соответствующее приблизительно 
7S. РНК с такой константой седиментации была описана в пострибосомной 
надосадочной жидкости ретикулоцитов кролика (3).

Рис. 2. Центрифугирование РНК зоны 16S—24S. а — 
РНК, полученная инкубацией материала 16S—24S зоны с 
0,5% додецилсульфатом натрия; центрифугирование 6 час.; 
б — то же, что и а; центрифугирование 10 час.; в — РНК 
из материала 16S—24S зоны, сорбирующаяся на лоли- 
У-целлюлозной колонке. Ультрацентрифуга «Spinco» L-2- 
65В, ротор SW 65, 49000 об/мин, 4°; 5 — 20% линейный гра­
диент сахарозы на буфере 0,01 М трис-НС1 pH 7,4, 0,1 М 

NaCl, 0,001 М ЭДТА

Рис. 3. Хроматография на КМ-целлюлозной колонке 
продуктов синтеза в бесклеточной системе. Левый пик 
соответствует а-цешт. а — при добавлении 9S РНК из 
полирибосом; б — при добавлении 9S РНК из постри­
босомной надосадочпой жидкости. 1 — радиоактив­

ность, 2 - E2so

Для выделения РНК применяли также поли-У-целлю лозную колонку 
(0,8X2,0 см). Материал из зоны 16S—24S (рис. 1) инкубировали на холо­
ду с 1% лаурил-саркозинатом натрия (6), затем разводили в 5 раз 0,01 М 
трис-НС1, pH 7,4, 0,03 М ЭДТА, доводили концентрацию NaCI до 0,1 М 
и пропускали через колонку при 4°. Колонку промывали 10—15-кратным 
объемом того же буфера. Элюцию проводили при 25° бидистиллированной 
водой. Для уменьшения неспецифической сорбции 7S РНК к исходному 
материалу добавляли 1 мг 18S РНК, не сорбирующейся на колонке (’). 
Профиль седиментации РНК, сорбированной на колонке, представлен на 
1209



рис. 2в. Эта РНК состоит из 9S материала, при собирании которого неболь­
шая примесь 18S РНК легко удалялась.

Для тестирования мРНК в бесклеточной системе трансляции РНК 
выделяли из 16S—24S зоны депротеинизацией смесью фенол — хлороформ 
при pH 9,0 (8). Получение мРНК из полирибосом ретикулоцитов кролика и 
бесклеточная белоксинтезирующая система описаны в предыдущей работе 
(4) *.  Анализ продуктов трансляции проводили методом хроматографии на 
КМ-целлюлозной колонке (9) с небольшими модификациями. Немеченый 
глобин получали из эритроцитов кролика (9).

* Эксперименты по трансляции мРНК в бесклеточной системе проводились в 
Межфакультетской лаборатории биоорганической химии МГУ Т. Ю. Угаровой и 
Ю. В. Свиткиным, которым авторы выражают глубокую благодарность.

Как следует из рис. За, 9S РНК из полирибосом направляет синтез как 
а-, так и р-полицептидных цепей глобина. 9S РНК из пострибосомной 
надосадочной жидкости направляет в основном синтез а-полипептидной 
цепи глобина (рис. 36), однако мы обнаружили небольшой, но достоверный 
синтез p-цепи. Соотношение информационных РНК для синтеза каждой 
из этих полипептпдных цепей не 'может быть корректно оценено по соот­
ношению продуктов трансляции, так как в бесклеточной системе, исполь­
зованной нами, происходит, по-видимому, синтез преимущественно р-цепи 
(рис. За).

Авторы выражают благодарностей Г. А. Дворкину за постоянный инте­
рес к работе и ценные замечания.
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