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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НУКЛЕОТИДНОГО СОСТАВА ДНК УФ- 
СПЕКТРОФОТОМЕТРИЧЕСКИМ МЕТОДОМ

В. М АСЛАНЯН, 10 С БАБАЯН. В. В. САГАТЕЛЯН. Мик. К ПОГОСЯН

Разработан метод, позволяющий определить нуклеотидный состав ДНК на осн» 
ле анализа дифференциальных кривых плавления, полученных спектрофотометрнческш

Нуклеотидный состав ДНК определяется химическим методом 
посредством деградации се молекул на отдельные нуклеотиды. Для 
ДНК с квазпелучайиым распределением азотистых оснований нуклео
тидный состав можно определить методом равновесного центрифуги^ 
вания в градиенте плотности [I]. Этим же методом можно найти число 
блоков, входящих в ДНК. и нуклеотидный состав каждого блока [2].

Материи.։ и методика, Нативные ДПК тимуса теленка, печени крысы, Е. соН би
ли выделены по методу Георгисйа. а ДНК фа։а Г2—фенольным методом. Для всех 
ДНК А2К)/А28։, лежало между 1.8—1.9, а А^/А^ между 2,2—2.4 следовательно, 
содержание белка и РНК в исследуемых ДНК меньше 0,1%. Молекулярный вес ДПК 
тимуса теленка, фага Т2, печени крысы и Е. со!։ порядка 107 Все образцы ДНК нзу*  
чалн в цитратно-солевом растворе. Тепловую денатурацию ДНК проводили в буфере 
0.1 БЭС (1 $БС=0.15М Х:аСН-1),015 М цитрат Ха. pH 7.0) Кривые плавления полу
чены ни 'ектрофет метре РУЕ ГХ1САМ $Р-8000 с приставками, при непрерывном

• Примечание: Вычисление для нашей задачи свидетельствует о том, что эта 
величина связана с нитсряалом плавления ДТ1 Ьго блока, т. е с кооперативностью 
данного блока | 2пз{ ДТ1 (тот же результат получен и в работе Берестецкой Л. В 
и др.) [4]. Зная, что ДТ зависит от относительного содержания ГЦ пар, оценил 
среднее значение в 1 рапиды изменения п- Так как ДТ изменяется о: 2,5° до 3,2° для 
киазислучэйно распределенных ДНК [3]. то д = 1.15°±0,12®.

режиме нагреня растворов ДНК- Скорость нагрева была О^б’/мии. 
плавления были взяты с цифрового вольтметра В7-16 и самописца 
РУЕ иМСАМ.

Исходные кривые плаилення получены сиектрофото метрически.

Данные кривых 
самого прибора

Для
особенностей в характере поведения кривых плавления был осуществлен переход к 
шфферспцнальным кривым плавления (ДКП). Известно, что молекулы ДНК состоят 

и блоков р, 5]. Так как оптическая плотность а читанная величина, то можно нем 
кривую оптической плотности представить как сумму оптических плотностей всех б.м- 
ков. Каждый блок вносит свой относительный вклад п кривую плавления в завися» 
мости от размера и ГЦ-еодержания самого блока. Известно, что для квазислучаййО 
распределенной ,ДНК зависимость оптической плотности от температуры представля
ет собой Гауссовую кривую, а так как в блоках нуклеотидные пары распределены 
квазислучайно, то сложные ДКП гетерогенных ДНК представлены п виде сбаокуп*  
нести Гауссовых кривых*

* гт-та»В*  2 з|1
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где В։. д! и Т1—зрк параметра Гауссовой кривой: Т»—температура плавления 
1-го блока.

Полагаем, что каждая из Гауссовых кривых соотнетсглует определенному блоку 
ДНК. Каждый блок, характеризуемый величиной В! вноси: свой относительный вклад 
в оптическую плотность (В!—статистический нес каждого блока).

Качественно было определено число блоков для каждой ДНК н Т1 каждого бло
ка. а потом при помощи ЭВМ БСМ-6 методом минимизации вычислялась величина 
[у—Г(Т)]2 для каждой точки (взято приблизительно 50 точек) Здесь у—шаиение 
ДКП для каждой температуры, а

Е(Т)= 3-е .
I

Принимая, что с возрастанием ГП-содержания линейно растет темпера туря плав
ления блоков |3] .можно ГЦ-содержанне каждого блока вычислить по формуле

.. Тш —Тат 
' “ Тгц-Тдт ’

где —температура плавления ;-г<> блока, которая соответствует максимуму данной 
Гауссовой кривой. XI—относительное ГЦ-содержаннс. ТдТ и Тгц—температуры 
плавления чистых г:олндезокси-АТ и полидезоксн-ГП в соответствующем буфере (в 

случае 0,1 $УСТ.\ г —50 . Тщ 100?) |5|.
Зная ГЦ-содержание Х1 и статистический вес В: каждого блока, можно подсчи

тать валовое ГЦ-содержапне молекулы ДНК:

X = В։Х1.

(Вычисление В1 смотри н разделе « Результаты и обсуждение»).

Результаты и обсуждение. Кривые плавления и ДКП (разложен
ные на Гауссовые кривые) для ДНК тимуса теленка печени крысы. 
Е. соП, Т2 представлены на рис !—4.

Как видно из рис. 4, даже для ДНК с довольно большим мо
лекулярным весом, выделенных из простых организмов (например, фа
га Т2), распределение нуклеотидных пар нельзя считать квазнслучай- 
ным: в молекулах имеются блоки с мало различающимся Г1 [-составом.

Вычислим статистические суммы В: каждого блока.
Сумма площадей всех Гауссовых кривых равна площади, ограни

ченной ДКП и осью температуры. Поэтому статистический вес каждо
го блока можно определить как отношение площади данного блока к 
площади, ограниченной ДКП и осью температуры. Для значительного 
упрощения расчетов за статистический вес нго блока можно принять 
также отношение величины гипохромноеги в точке пересечения Гауссо
вой кривой данного блока со следующей (։-} I) й Гауссовой кривой 
минус пшохром кость в точке пересечения с (ь 1)-й предыдущей Га
уссовой кривой к величине общей гшюхро.мкости. Несмотря на то 
что найденный таким методом статистический вес не является истин
ным для валового ГЦ-состава, и в этом случае получаются довольно 
хорошие результаты. Отличие В1 от истинного статистического веса 
очевидно будет меньше для совокупности Гауссовых кривых с мень
шим взаимным перекрыванием.
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Рис. I. Кривая плавления и 1КП для ДНК тимуса теленка в 0.1 5БС

Рис. 2. кривая плавления и ДКП для ДНК печени крысы и 0.1 ББС.
678



679



Результаты вычислений (В։ — вычислено первым способом) при
ведены в табл. 1 4. а конечные результаты—в табл. 5. Как видно из.

ДНК из тимуса чслеика
Таблица 1

№ 
блока

Температура 
плавления блока и 
буфере 0.1 5БС

<тт)

Статистический 
вес блока (ВО

♦А ГЦ 
содержании 
блока (XI)

1 63,0 0.370 26,0
2 64.6 0,0961 29,2
3 66,0 0,<|986 32.0
4 Г.7,05 0.0625 34,1
5 68,05 0,1017 36,1
б 69,15 0,0803 38,3
7 70.0 0.1336 40,0
8 71.6 0.0962 43.2
9 73.65 0,1512 47.3

10 75.75 0.0287 51,5
11 76.8 0.0342 53,6
12 77.5 0.0605 55.0
13 80.0 0.0373 60,6

Т а б л н и а 2
ДНК фага Т2

№ 
блока

Температура 
плавлении блока в 
буфере 0,1 58С 

ю

Сипнггнческий 
вес блока (В»)

% ги 
содержания 
блока (X։)

1 65,75 0,2907 31.5
2 67,1 0,3108 34.2
3 68,6 0,3216 37,2
4 71.2 0,0468 42.4

ДНК из печени крысы
Т а б л к и а 3

№ 
блока

Температура 
плавления блока и 
буфене 0,1 55С

сО

Статистический 
вес блока (В1)

• о ГЦ 
сохержаиии 
блока (X;)

1 62,6 0,0420 25,2
2 61,5 0.0915 29,0
3 66,3 0,1390 32.6
4 67,3 0,1962 34,6
5 68,45 0.1278 36,9
6 69,7 0,1320 39,4
7 71.1 0,1207 42,2
8 72,5 0,0962 45.0
9 74,3 0,-723 •18,6

10 76.8 0.0231 53.6
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Т а б л и и а 4
ДНК Е. сои

№ 
блока

Тём перлгура 
плавления блока и 
буфере 0,1 58С

(О

Статистический 
вес блока (В։)

’ . ГЦ 
содержании 
блока (Хр

1 67.5 0.0402 35.0
2 70.6 0,0866 41.2
3 73,. 0.1999 46.2
4 74,6 0.1519 49.2
5 75.4 0.1995 50,8
6 76.3 0,1349 52.6
7 77.5 0.1651 55.0
8 79.8 0,0219 59.6

Г а б л н ц а .< 
Процентное валовое ГЦ содержание в молекулах ДПК.

Метол
ДНК

тимуса 
теленка

печени 
крысы Е, соН фага 72

СФ 41.31+0,2 39.12+0,2 49,3-0,1 34.76+0.1

Химически։։ 42 |6| 40 (2| 50 12] 35 |7|

табл. 5. значения валового содержания ГЦ нуклеотидных пар в моле
кулах. полученные нами и химическим методом гругнми авторами, до
вольно хорошо совпадают для всех анализируемых ДПК.. Незначи
тельные отклонения, возможно, определяются различиями в методах 
выделения ДНК. Преимущества предложенного способа очевидны. 
Прежде всего, адекватная информация нс требует химической дегра 
дацнн молекул ДНК. Этим методом, более юступпым и менее трудо
емким. можно найти число блоков, входящих в ДНК данною молеку
лярного веса, и относительное ГЦ-содсржашк отдельных блоков.
Ереванский государе: ценный университет,
Кафедра молекулярной физики и биофизики Поступили 28.11 1978 г
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DETERAUNATION OF NUCLEOTIDE CONTENT IN DNA 
BY UV SPECTROPHOTOMETRIC METHOD

W. M. ASLANIAN, Y. S. BABAIAN. W. W. SAGATELIAN, 
Mik. K. POGOSSJAN

A method is worked out that allows to determine the content of 
nucleotide in DNA on the basis of differential melting curve analysis 
received by means of spectrophotometry.
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