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Использование высокоспецифичных эндонуклеаз рестрикции и, в част­
ности, эндонуклеазы EcoRI привело к крупным успехам в изучении струк­
туры вирусных и фаговых ДНК (1_4). Представляло значительный инте­
рес использовать эндонуклеазу EcoRI для изучения структуры ДНК фага 
Т4, одного из самых генетически изученных объектов. Однако, как сле­
дует из приводимых ниже данных, ДНК фага Т4+ не расщепляется 
EcoRI. Мы предположили, что резистентность этой ДНК к гидролизу 
связана с наличием в ней остатков глюкозилированного 5-оксиметилцито- 
зина. Мутанты gt фага Т4 не способны индуцировать синтез а- (или) 
^-глюкозилтрансфераз и, как следствие этого, имеют полностью или ча­
стично неглюкозилированные остатки оксиметилцитозина в ДНК (5). Му­
танты gt не растут на обычных хозяевах для Т-четных фагов, т. е. на тех 
штаммах, которые имеют генотип г6+, г2,4+. Эти гены контролируют ре­
стрикцию неглюкозилированных мутантов фага Т4. Мутанты gt растут, 
однако, на Shigella dysenteriae и на мутантах Е. coli В и К12 с генотипом 
г6~, г2,4~ (6). В работе использовались следующие штаммы фага, любез­
но предоставленные доктором Ю. П. Винецким: Т4+, ос gt 57 [3 gt 14, 
a gt+ (J gt 14, a gt 57 р gt+, a gt 57 р gt am 10, a gt am 8 p gt am 10. ДНК му­
тантов agt57pgtl4 и agt am 8 p gtam 10 содержали менее 5% остатков 
глюкозилированного 5-оксиметилцитозина (7).

Фаги выращивали на Е. coli К12 гб-, г2,4~. Для выделения эндонук­
леазы EcoRI использовали штамм Е. coli NM182, производный от штамма 
Е. coli 1100. Фермент выделяли по методу Иошимори (8).

ДНК фагов Т4, меченных 32Р, обрабатывали эндонуклеазой в условиях 
полного гидролиза. Реакционная смесь содержала 50 мМ трис-НС1, pH 7,5, 
9 мМ MgCl2, 50 тлМ NaCl, 3,15 мкг ДНК и 3 мкл. фермента. Инкубацию 
проводили при 37° в течение 30 мин. Реакцию останавливали охлажде­
нием до 0° и добавлением ЭДТА до конечной концентрации 60 мМ. Элек­
трофоретическое разделение полученных фрагментов вели в 0,8—1,5% 
агарозе в стеклянных трубках (диаметр 0,6 см, длина 10 см) в Е-буфере 
(40 тлМ трис-ацетат, pH 7,9, 5 мЛ-7 ацетат натрия, 1 мМ ЭДТА) при 20°. 
Нижний конец трубки закрывали нейлоновой сеткой. Пробы вводили в 
гель в течение 30 мин. при напряжении 20 в. При этом устанавливался 
ток около 0,5 ма на трубку. Разделение вели 12—15 час. при 20 в (ток 
~0,5 ма на трубку). По окончании электрофореза извлеченный из труб­
ки гель окрашивали в течение 15—20 мин. в водном растворе этидиум- 
бромида (10 мкг/мл). Фотографирование проводили в проходящем ульт­
рафиолете с красным фильтром. Фотопленка 65 ед. ГОСТ. Время экспо­
зиции 2 мин.

На рис. 1А представлены результаты электрофоретического фракцио­
нирования фрагментов полного гидролиза ДНК фага a gt am 8 р gt am 10. 
Картина гидролиза хорошо воспроизводилась и не менялась при добав­
лении 5-кратного избытка фермента. На этом же рисунке приведена кар­
тина расщепления EcoRI ДНК фага ХЪ2, фрагменты которой использо­
вались в качестве маркеров при определении молекулярного веса про­
дуктов расщепления ДНК (9) (табл. 1).
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Рис. I. Электрофоретическое разделение фрагментов ДНК gt-мутан- 
тов и ревертантов Ti a gt р gt из гидролизата EcoRI. Условия гид­
ролиза и проведения электрофореза приведенъг в тексте. А: а — ДНК 
фага a gt am 8 р gt am 10, б — ДНК /.1)2. 71: а — ДНК фага a gt ат 8 
р gt ат 10. б — ДНК Т4 дикого типа, в - ДПК a gt+ р gt14, г — ДНК 
а gt57 р gt-д д - ДНК фага a gt am 8 р gt am 10. необработанная фер­
ментом ЕсоШ (контроль). R: а - ДНК фага a gt am 8 р gtam 10, б — 
ДНК фага a gt ’7 р gt14, в — ДНК фага a gt57 р gt am 10, г — ДНК фага 

/.Ль. 1-22 - зоны фракционирования

Доклады АН, т. 223. № 3 Л. II. Ли и др.



На рис. 1Ь приведены данные электрофоретического разделения про­
дуктов гидролиза ДНК фагов agt57(3gt+ (4) и agt+^gtl4 (3). В обоих 
случаях подавляющее количество нанесенного материала расположено 
вблизи зоны интактной ДНК (см. контроль: необработанная ферментом 
ДНК фага a gt ат 8 £ gt ат 10 (5) и обработанная ферментом ДНК фага 
Т4+ (2)), в то время как в зоне фрагментов (контроль: обработанная

Рис. 2. Электрофорез 32Р фрагментов ДНК фага Т4, полученных при гидролизе эн­
донуклеазой ЕсоШ. Гели разрезали на 0,5 мм диски, высушивали на фильтрах и про­
считывали в сцинтилляционном счетчике «Intertechnik». А — ДНК фага agtam8 
BgtamlO, обработанных ферментом, Б-. а — ДНК фага Т4 дикого типа, обработанная 
ферментом, б — ДНК фага a gt am 8 gt am 10, не обработанная ферментом (конт­
роль), в - ДНК фага agt57pgt+, обработанная ферментом. 1—22 — то же, что на рис. 1.

На рис. 2А верхняя абсцисса — в мм.

EcoRI ДНК фага Т4 agt am 8 3 gt am 10 (‘)) никакого материала не об­
наруживается. Согласно данным работы (’), а-глюкозилтрансфераза мо­
жет глюкозилировать до 80% остатков 5-оксиметилцитозина, а р-глюко- 
зилтрансфераза до 100% остатков. Наличие хотя бы одной мутационно 
не измененной трасферазы оказывается достаточным для полного пред­
отвращения действия EcoRI.

На рис. 1В представлены картины разделения фрагментов неглюко- 
зилированных ДНК трех различных мутантов. Обращает на себя вни­
мание практически полное совпадение характера разделения и величины 
образующихся фрагментов.

На рис. 2 представлена картина электрофоретического разделения 
фрагментов 32Р-ДНК фага Т4 a gt am 8 р gt am 10. Можно было бы ожи­
дать, что с уменьшением молекулярного веса должно наблюдаться про­
порциональное снижение радиоактивности (если бы каждый пик был 
представлен индивидуальным фрагментом). Однако для ряда пиков с бо­
лее низким молекулярным весом наблюдаются непропорционально высо­
кие значения величин радиоактивности. Логичным объяснением такого 
положения является допущение наличия в пиках (полосах геля) двух 
или нескольких фрагментов с близкими значениями молекулярного веса.
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Рис. 3. Соотношение числа импульсов в зонах и мо­
лекулярного веса фрагментов в них. Зоны, прону­
мерованные на рис. 1А, вырезали, высушивали и 

просчитывали в сцинтилляционном счетчике

Когда все видимые на 
ультрахемископе полосы 
были вырезаны (см. рис. 1) 
и определена их радиоак­
тивность (табл. 1) оказа­
лось, что некоторые из 
них содержат в 2, 3 или 4 
раза большую метку, чем 
если бы они были пред­
ставлены индивидуальны­
ми фрагментами. Действи­
тельно, для такого значи­
тельного числа фрагмен­
тов (41) высока вероят­
ность получения фрагмен­
тов близких молекулярных 
весов, не разделяющихся 
в описываемых условиях.

Сопоставление данных 
абсолютного числа им­
пульсов в каждой зоне со 
значениями молекулярно­
го веса, определенными по 

относительной подвижности фрагментов при использовании в качестве 
стандарта фрагментов гидролизата EcoRI ДНК фага ХЬ2 (’) (рис. 3), 
приводит к следующему заключению.

Зоны 2, 3, 8, 11, 15, 16, 19, 20, 21 и 22 содержат по одному фрагменту, 
зоны 1, 4, 9, 10, 12, 14, 17 и 18 содержат по два фрагмента, зона 5 — три

Таблица 1
Электрофоретическая подвижность фрагментов ДНК a gt аш8 0 gt amlO и их 

молекулярный вес

М зоны
*

17 с Мол. вес * ** Число 
имп/мин

Мол. вес, исходя 
из числа 
имп/мин

Число фрагмен­
тов в зоне

1 0,52 8,2-10® 1880 15,740® 2
2 0,63 7,6-10® 980 8,140® 1
3 0,72 5,740® 680 5,640® 1
4 0,83 4,740® 1020 8,540® 2
5 0,94 3,940® 1300 10,840® 3
6 1,04 3,340® 1580 13,140® 4
7 1,13 3,040® 1500 12,540® 4
8 1,21 2,840® 320 2,740® 1
9 1,30 2,440® 560 4,740® 2

10 1,35 2,240® 530 4,440® 2
И 1,44 1,9540® 280 2,340® 1
12 1,50 1,8440® 450 3,7540® 2
13 1,57 1,7340® 820 6,840® 4
14 1,80 1,26 10® 340 2,840® 2
15 1,87 1,16 10® 130 1,07-10® 1
16 1,91 1,0840® 120 1,0-10® 1
17 1,96 1,0340® 200 1,7-10® 2
18 2,11 03440® 180 1,5-10® 2
19 2,24 0,7140® 90 0,75-10® 1
20 2,39 0,5840® 70 0,60-10® 1
21 2,54 0,4840® 70 0,60-10® 1
22 2,72 0,3840® 60 0.50-10® 1

* I — расстояние, пройденное зоной (фрагментом), lQ — расстояние, пройденное фрагмен­
том С из ДНК Xbs (’),

** Определение молекулярного веса по относительной подвижности фрагмента проводилось 
как описано в работе (®).
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фрагмента и зоны 6,7 и 75 — по четыре фрагмента. Общая сумма всех 
фрагментов составляет 112 млн дальтон.

Путем скрещивания штамма Е. coli NM 182 (RI) с реципиентным штам­
мом К 12 г6~, г2, 4~/6 были выделены рекомбинанты К 12 г6~, г2, 4_(RI/6), 
ограничивающие фаг ХВ2 в 2000 раз. При посеве на рекомбинант мутантов 
фага Т4 с неглюкозилированной и частично гликозилированной ДНК их 
эффективность посева была пе ниже, чем в штаммах К12 гб-, г2, 4_/6. 
Это может быть следствием интенсивной рекомбинации фрагментов ДНК, 
полученных в клетке под действием эндонуклеазы EcoRI с образованием 
полноценных молекул, что весьма вероятно, если учесть высокий уровень 
полинуклеотидлигазной активности, индуцируемой фагом Т4. Возможно 
также, что в инфицированных клетках имеется какой-то механизм, инги­
бирующий нуклеазу или защищающий неглюкозилированную ДНК от 
действия фермента.

Проведенная работа позволяет сделать следующие заключения: 1) не- 
глюкозилированная ДНК фага Т4 гидролизуется эндонуклеазой EcoRI с 
образованием 41 фрагмента с молекулярным весом от 8,2 до 0,38 млн даль­
тон, в то время как ДНК дикого типа не расщепляется ферментом; 2) нор­
мальное функционирование любой из двух глюкозилтрапсфераз полно­
стью защищает ДНК фага Т4 от действия EcoRI.

В дальнейшем предполагается использовать электрофорез в градиент­
ных гелях с целью разделения фрагментов, попадающих в одну зону 
при данных экспериментальных условиях, для уточнения их молекуляр­
ного веса и генетической идентификации. Интересно было бы также вы­
яснить механизм «спасения» неглюкозилированной ДНК фага Т4 in vivo 
в штамме К 12 гб-, т2, 4" (RI/6).
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