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ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА РИБОСОМ 
ЗАРОДЫШЕЙ ПШЕНИЦЫ

В настоящее время 1внима1ние .многих исследователей привлекает ис­
следование химических, физико-химических и биологических свойств ри­
босом, являющихся центрами белкового синтеза в клетке. Несмотря на 
то, что место и роль рибосом в белковом синтезе вполне понятны, в от­
ношении структуры и механизма функционирования их существует еще 
целый ряд неясностей. Рибосомы растений с этой точки зрения изучены 
очень мало ([4, 6, 11].

Целью данной работы являлось выделение и характеристика рибо­
сом зародышей пшеницы. Был использован коммерческий препарат за­
родышей пшеницы производства Польской Народной республики.

Выделение рибосом. Все операции по выделению и очистке рибосом проводили при 
температуре 4°С. Сухие зародыши размалывали в электрической кофейной мельнице в 
течение 30 сек; муку тщательно растирали в фарфоровой ступке с пестиком в среде: 
0,5 М сахароза—0,05 М фосфатный буфер, 0,01 М pH 7,6 (соотношение муки и
среды —1:8). Суспензию размешивали 40 мин на магнитной мешалке и затем центри­
фугировали при 40 000 £ на центрифуге М5Е—25—30 мин. Для солюбилизации нераз­
рушенных частиц к надосадсчной фракции добавляли неионный детергент тритон X100 
до конечной концентрации 0.5%. Рибосомы осаждали из надосадочной фракции при 
144 000 £ в течение 150 мин в препаративной ультрацентрифуге 5р1псо (модель Ь, ро­
тор № 40); осадок суспендировали пестиком в 0,05 М фосфатном буфере, pH 7,1, со­
держащем 0,01 М 5А£ 2 К Для удаления механических примесей и агрегатов рибосом 
суспензию их центрифугировали при 8000 об/мин в течение 10 мин. С целью получения 
Солее очищенных препаратов суспензию наслаивали на 5 мл 1 М раствора сахарозы, 
приготовленного на 0,05 М фосфатном буфере—0,01 М М£2 , pH 7,5, и осаждали при 
165 000 £ в ультрацентрифуг.» V АС-60 в течение 120 мин.

Химическая и физико-химическая характеристика рибосом. Чистоту препаратов ри­
босом контролировали спекгрофотометрически (Е260/Е280; Е .нах/Епнп) и по соотноше­
нию РНК/белок. Концентрацию рибосом в растворе определяли спектрофотометрически 
при 260 ммк, принимая, что 1 мг рибосом/мл дает поглощение, равное 16 опт. ед.; содер­
жание РНК—по Спирину [I]; белок—по Лоури [5]. Определение коэффициентов седимен- 
тации проводили из аналитической ультрацентрифуге 8р1псо, модель Е с регистрацией 
подвижной границы при помощи оптической системы «шлирен> (скорость осаждения 
37 020 об/мин или 42040 об/мин. температура 20°С, угол наклона струны 65°, интервал 
съемки 4 мин). Для расчета 82(ьзначения 820 полученные при концентрациях 
РНК 1,8, 2.7, 3,6, 4,5; о,4; 7,_ мг/мл, экс транслировали к бесконечному разведению.

Выделение белка из рибосом. Для отделения тотального белка рибосом использова­
ли метод обработки 3 М 1лс1 в 5 М мочевине [6]. К суспензии рибосом прибавляли рав­
ный объем 6 ЛА 1лс1 в 10 мочевине и оставляли на 16—20 час. при температуре 
4 С. Выпавшую в осадок рибосомальную РНК удаляли центрифугированием при
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20 000 g в течение 20 мин (центрифуга MSE = 25). Licl и мочевину из раствора белка 
удаляли путем диализа против воды—продолжительность диализа 24 часа при тем­
пературе 4°С. Раствор белка лиофильно высушивали, концентрацию его в высушенных 
образцах определяли по содержанию азота.

Аминокислотный анализ. При определении аминокислотного состава тотального 
белка рибосом образны лиофильно высушенных белков подвергали кислотному гидро­
лизу. К 1 мг белка добавляли 0,5 мл 6 н.НС1. Гидролиз проводили в атмосфере азота 
в запаянных ампулах из стекла пирекс при температуре 110°С в течение 24 час. После 
гидролиза HCI удаляли многократным высушиванием гидролизатов в вакуум-эксикаторе 
над NaOH. Сухой остаток растворяли в 0,2 н. растворе цитратного буфера, pH 2,2— Z
концентрация гидролизованного белка в нем составляла 1 мг/мл. Раствор фильтровал.։ 
через стеклянный фильтр № 5 и непосредственно использовали для аминокислотного 
анализа; определение проводили по методу Мура и др. [7] в автоматическом анализа­
торе фирмы Hitachi KLA-3; содержание отдельных аминокислот выражали в молях на 
100 молей аминокислот.

Триптофан в негидролизованных образцах не определяли.
Электрофорез в полиакриламидном геле. Электрофорез основных белков рибосом 

проводили в полиакриламидном геле по методу Гестеланда и Стехелина [3], являюще­
муся модификацией метода Рейсфилда.

Гель состоял из 10% акриламида, 0.15% X'.N'-метиленбисакриламида, 0,5% TEMED 
1,2% персульфата аммония. Есе ингредиенты его содержали 6 М мочевину. Электродным 
буфером служил 0,07 М раствор р-аланина, pH 4,5 (в некоторых случаях в качестве 
электродного буфера применили 0,1 н. раствор глицина, pH 2,2).

Электрофорез проводил;։ в стеклянных трубочках с внутренним диаметром 6 мм. 
длиной 70 или 100 мм. Полимеризацию геля—в термостате при температуре 26СС в те­
чение 120 мин. На гелевую колонку наносили 100—150 мкг белка в объеме 0,05—0,08 мл. 
Трубки устанавливали в прибор для электрофореза, состоящий из двух камер: нижней, 
стеклянной, в которую наливали электродный буфер, и верхней, полиэтиленовой, с 
крышкой, в которую помещали трубки с гелем. В верхней камере была укреплена стек­
лянная трубка, несущая платиновые электроды. Прибор для электрофореза помещали г 
сосуд со льдом и устанавливали на магнитную мешалку для перемешивания буферного 
раствора. Температура при электрофорезе была в нижней камере (—2°) — (—4°)С, а в 
верхней 6°—8°С; сила тока на трубку составляла 2,5 ма или 4,0 ма; продолжитель­
ность—4֊ 7 часов. После окончания электрофореза белки окрашивали 0,5% раствором 
амидного черного в 7% уксусной кислоте в течение 15 мин; избыток красителя удаляли 
смесью метанол—вода—уксусная кислота (5:5:1, по объему). Пробирки с колонками 
։еля фотографировали на фотопленку ФТ-11, колонки геля денситометрнровали на мик 
рофотометре МФ-4.

В работе использовались следующие реактивы: акриламид Koch a. Light, Англия. 
N' .N'-метиленбисакрилампд—Schuchardt, Munchen, ФРГ; ^-аланин —Koch a. Light, 
Англия; глицин —ГДР; амидовый черный —Serva, Heidelberg, ФРГ; мочевина (ХЧ)— 
Черкасский завод химреактивов.

Результаты исследований. Препараты рибосом зародышей пшеницы 
имели характерный спектр поглощения в УФ свете с максимумом при 
260 м'мк и минимумом ПрП 235 мм к.

ВелиЧ|И.ны отношений Е26о/Е28о, Етах/Ега։п составляли в среднем 1,85 
и 1,63. Препараты рибосом содержали 56% РНК и 44% белка (среднее 
из 6 определений). Выход рибосом в пересчете на I г воздушно-сухого 
веса зародышей пшеницы составлял 4—5 мг.

При аналитическом ультра центрифугирован и и (рис. 1) в препаратах 
рибосом обнаруживался один основной ник мономера рибосом—83 8 и 
2 пика более тяжелых частиц—114 8 и 121 8. ("лева от основного компо 
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пента виден небольшой пик с коэффициентом седиментации 30,7 8, кото­
рый, видимо, представляет собой малую субъединицу рибосом.

Ниже приводятся седиментационные диаграммы рибосом при раз­
личных концентрациях (рис. 2). При экстраполяции полученных значс 
ний коэффициентов седиментации рибосом зародышей пшеницы к нуле­
вой концентрации была получена величина 8к?0 ч. =83,3.

Рис 1. Седиментационная диаграмма рибосом. 0,01 и. фосфатный буфер, pH 7.5; 
37020 об/мин; температура 20°С; угол наклона струны 65°; интервал съемки 4 мин 

(движение пиков слева направо).

Рис. 2. Седиментационные диаграммы рибосом при разных концентрациях. 0,01 н. 
фосфатный буфер, pH 7,5; температура 20°С; 42 040 об/мин; угол наклона струны 
65°; интервал съемки 4 мин. (Движение пиков слева направо: а 7,2 и 5,4 мг

РНК/мл, 6—4,5 и 3,6 мг РНК/мл, в -2,7 и 1,8 мг РНК/мл).

В таблице приведен аминокислотный состав белков 'рибосом заро­
дышей пшеницы. Для сравнения приводятся наши данные по аминокис­
лотному составу цитоплазматических рибосом проростков гороха и лите­
ратурные данные по аминокислотному составу белков рибосом гороха, 
ретикулоцитов кролика и ядер зобной железы теленка.

Как видно из таблицы, для белков рибосом характерно наличие 
оольшого количества основных аминокислот—лизина и аргинина, а так­
же высокое содержание дикарбоновых кислот. Общее содержание основ-
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Таблица
Аминокислотный состав белков рибосом

Аминокислоты
Зар тды- 

ши пше­
ницы

Прэр )- 
егкн го- 

р >ха

Проро­
стки го- 
ртха [2|

Ретикуло­
циты кроли­

ка (9)

Ядра зобной 
железы теленка 

(10|

Лизин 
Г истидин 
Аргинин 
Аспарагиновая кислота 
Глутаминовая кислота 
Треонин 
Серин 
Пролен 
Глицин 
Аланин 
Валин 
Метионин 
Изолейцнн 
Лейцин 
Тирозин 
Фенилаланин

10,6
1,1
6,0
8,4

12.7
4.1
5,0
3,5 
о,я

10.1
8.5
1.5
4.4 
«.2
2.6
З.о

10,8
2,4

10,2
9,8

11.6
4.7
5.0
2.7
6.9
8.9
8.5

9,1
1.4
6.3

5.6
5.9
5.0
8.1
8.4
7.4
1.6

10,5
2.2
8.2
8,0
9,4
4,6
5,0
4.9
8,5
7.3
7.4
1.6
5.2
8.0
4,3
3.2

9,9
2.5
7,8
9,0

10.0
4.7
4.5
4,7
9.2
7.3
6.6
2.0
5,8
8.7
3,0
3.7

ных аминокислот в белках рибосом зародышей шшеницы составляет 
17,7, а дик арбанов ых—21,1 мол. %. В проростках гороха эти величины 
составляют (соответственно 23,4 и 21,4 мол. %. Обращает на себя вни­
мание низкое содержание гистидина в белках рибосом растительного 

Рис. 3. Электрофоретическое разделение основных белков рибосом зародышей 
пшеницы в р-аланиновом буфере, pH 4,5: а, б при нанесении 100 и 120 мкг об­
разца. сила тока 2,5 ма, продолжительность электрофореза 4 часа 30 мин; в—при 
нанесении 120 мкг образца, сила тока 4,0 ма, продолжительность электрофореза 

6 часов 30 мин
Рис. 4. Электрофоретическое разделение основных белков рибосом зародышей 
пшеницы в глициновом буфере, pH 2,2: а—при нанесении 150 мкг образца, сила 
тока 4,0 ма, продолжительность электрофореза 5 час. 30 мин; б—при нанесении 
150 мкг образца. ?ила тока 4,0 ма, продолжительность электрофореза 6 час. 30 мин; 
в при нанесении 120 мкг образца, сила тока 4,0 ма, продолжительность электро­

фореза 6 час. 30 мин.

Рис. 4
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происхождения. У пшеницы и проростков гороха обнаружено довольно 
высокое содержание глицина, аланина, валина -и лейцина. Содержание 
ароматических кислот невелико. На долю метионина в белках рибосом 
зародышей пшеницы приходится 1,5 мол. %; у гороха метионин обна­
ружить не удалось. По данным Бёрнстила и др. (2], содержание метио­
нина в этих рибосомах составляет 1,6 мол. %.

Следует отметить большое сходство аминокислотного состава белков
рибосом разного происхождения.

Ниже приводятся данные по электрофоретическому разделению ос­
новных белков рибосом в полиакриламидном геле. При электрофорезе в 
Р-аланиновом буфере, pH 4,5, в течение 4—6 час. нам удалось разделить 
белок рибосом зародышей пшеницы на 16—18 фракций (рис. 3). Такое 
число фракций было обнаружено также при проведении электрофореза 
в глициновом буфере, pH 2,2 (рис. 4), хотя характер распределения бел­
ковых полос в этом буфере значительно отличался от распределения их 
в Р-аланиновом буфере. При микроденситометрирова-нии электрофоре­
грамм (рис. 6) в белках рибосом зародышей пшеницы удалось обнару­
жить 19—26 фракций.

х

а

Рис 6

Рис. 5. Схематическое изображение электрофореграмм: а то же, что на рис За; 
б—то же, что на рис. Зв; в—то же, что на рис. 4в.

Рис. 6. Денситограммы электрофореграмм белков рибосом зародышей пшеницы: 
а в р-аланиновом буфере; рис Зв. б в глициновом буфере; рис. 4в.
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Таким образом, по гетерогенности белкового состава белки рибосом 
зародышей пшеницы близки к таковым других видов растений [6], а так­
же к белкам рибосом животного и бактериального происхождения.
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Р. Ռ. Ա1>Ա₽1։ԼՅԱՆ

ՑՈՐԵՆԻ ՍԱՂՄԻՑ ՌԻՐՈՍՈՄՆԵՐԻ ԱՆՋԱՏՈՒՄԷ ԵՎ ՈՆՈԻԹԱԴՐՈԻՄԸ

Ա մ փ n փ n I մ

Ուսումնասիրված Լ ցորենի սաղմից անջատված ռիբոսոմների քիմիական 
և ֆիզիկա֊քիմիական Հատկությունները։ Հետազոտությունները ցույց են տվել, 
որ ցորենի սաղմից անջատված ոիբոսոմներր ունեն Տ!^, \¥=83, պարունակում 
են 56% ՌՆԹ և 44% սպիտակուց։ Ոիբոսոմներին բնորոշ £շ80/£^0, £տ3.</էէՈ1|1 
հարաբերությունները կազմել են Համապատասխանաբար 1,85 և 1,63։

Կատարված է ռիբոսոմների ընդհանուր սպիտակուցային և ամինաթթվա֊ 
յին կազմի ուսումնասիրություն։
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