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В последние годы при изучении нуклеиновых кислот нашли широ
кое применение различные ферменты (эндонуклеазы, экзонуклеазы и 
т. д.), выделенные из разных видов бактерий. Многие из них играют 
незаменимую роль при изучении первичной структуры и картирования 
ДНК различного происхождения, создании рекомбинантных молекул 
биохимическим путем и т. д. Поэтому выделение ферментов с разнооб
разными функциональными характеристиками у разных видов микро
организмов имеет важное значение.

В данном исследовании изучали штамм 1000 Вас. thuringiensis в 
аспекте выявления в нем эндонуклеазной активности.

Материал и методика. Бактерии штамма 1000 Вас. thuringiensis выращивались в 
условиях глубинной ферментации на питательной среде следующего состава (%): 
К2НРО4—0,2; NaCl—0.5; глюкоза—0,7; пептон—2,0; дрожжевой автолизат—0,5. 
Ферментация осуществлялась в 20-литровых аппаратах при 30° в течение 12 часов. Ко
нечный титр вегетативных клеток 1—1,5 млрд/мл. Биомасса отделялась центрифуги
рованием и хранилась при —15°.

ДНК фага ХВ2 выделяли по методу Мак-Хетье [4], фермент выделяли в основ
ном по методу [2]. Гель-электрофорез производили по методу Шарпа [5].

После удаления нуклеиновых кислот полиэтиленгликолем и диализа гомогенат 
наносили на колонку с ДЕ-целлюлозой (ДЕ-32, Whatman) (1,6X35 см), предваритель
но уравновешенную буфером А (0,01 М трис-НС], pH 7,4, 7 мМ 2-меркалтоэтапол, 
6°/0 глицерин). После промывки проводили хроматографию в линейном градиенте 
0—1,0М NaCl со скоростью 60 мл/час и собирали фракции по 6 мл. Активные фрак
ции выявляли электрофоретически. Для этого в реакционную смесь (50 мкл), содер
жащую 10 мМ трис-НС1 (pH 7,4), 7 мМ MgCl2, 7 мМ 2-меркаптоэтанола и 1—3 ДНК 
7.В2, вносили по 2—5 мкл каждой фракции. Смесь инкубировали при 37° в течение 
30 мин. Реакцию останавливали добавлением ЭДТА до конечной концентрации 15 мМ. 
Далее добавляли равный объем 30% сахарозы с бромфенол синим и эту смесь нано
сили на О,6°/о агарозный гель.

Результаты и обсуждение. Установлено, что фракции, элюируемые 
при 0,3 М. NaCl, обладают эндонуклеазной активностью. Фермент рас
щепляет ДНК ХВ2 на большое количество высокомолекулярных фраг
ментов, сливающихся друг с другом в агарозном геле (рис. 1). Полу
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ченный после хроматографии на ДЕ֊целлюлозе фермент относительно 
с вободен от интерферирующих активтостей и после диализа против бу
фера А+50% глицерин его можно хранить в течение 4 месяцев при 
—20°.

Рис. 1. Хроматография фермента на ДЕ-целлюлозс.

Эндонуклеаза активно работает в инкубационной смеси, содержа
щей 10 мМ трис-НС1 (pH 7,4), 7—10 мМ М£С1г. Ионы натрия и калия 
в концентрации до 10 мМ частично, а в более высоких—'Полностью ин
гибируют активность фермента. Активность его проявляется в реакци
онной смеси с pH 6,5—8,0, но оптимальная—при pH 7,4—7,5.

Нами было установлено, что в активных фракциях эндонуклеазы 
имеется ингибитор, который не удаляется при диализе. Прогревание 
фракций в течение 10 мин в водяной бане (80—100°) не разрушало 
ингибитор, однако он быстро инактивировался в присутствии панкреа
тической рибонуклеазы, что указывает на его рибонуклеиновое проис
хождение. После обработки, рибонуклеазой активность фермента воз
растала в несколько раз. По-видимому, в данном случае мы имеем де
ло с транспортной РНК, ибо она обладает наиболее активным инги
бирующим действием. Образуя комплексы с эндонуклеазой, тРНК 
значительно снижает специфичность действия фермента [1, 3].

Как известно, для ферментов эндонуклеазного типа важнейшим 
свойством является специфичность узнавания определенной последова
тельности ДНК- Для предварительного изучения этого вопроса целе
сообразно использование некоторых химических агентов, имеющих 
сродство к различным основаниям ДНК.

Мы использовали актиномицин Д, ибо известно, что связь его с 
ДНК определяется не только сродством к остаткам гуанина, но и не
обходимостью чередования последнего с цитозинам [6].
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Предварительная обработка ДНК лВ2 актиномицином Д в различ
ных концентрациях (1—Юу) показала, что эндонуклеаза частично рас
щепляет ДНК при концентрации 1—2 у. а в более высоких—действие 
фермента полностью ингибируется. Исходя из этого, можно предполо
жить, что в участок узнавания эндонуклеазы входят в основном ГЦ- 
лары.

2—ДНК+эндонуклеаза; 4—ДНК+эпдонуклеаза+РНКаза; 6—15—ДНК+ 
актиномицпн Д (1—10 мкг)+эндонуклеаза.

При действии фермента на ковалентно-замкнутые формы митохон
дриальной ДНК печени кролика получаются высокомолекулярные 
фрагменты, что указывает на эндонуклеазный характер действия его.
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GC-ՍՊԵՑԻՖԻԿ ԷՆԴՈՆՈԻԿԼԵԱԶԱ Вас. THURIENO1ENSIS 837 ՇՏԱՄԻՑ

Ա. Ա ՑԱՐՏ0ՂԼՅԱՆ, է. Գ. ՋԱՔԱՐՅԱՆ, Կ. Ա. ԿԱՐԱԳՅՈԶՅԱՆ, 
Ա. Ս. ՍԱՖԱՐՅԱՆ, Ն. Լ. ԱԶԱՐՅԱՆ, Ռ. Ա. ԶԱՔԱՐՅԱՆ

Вас. Ihuriengiensis 837 շտամից անջատվել է և մասնակի ուսումնա
սիրվել էնպոնուկլե աղային ակտիվություն, որը հիմնականում ազդում է ԴՆԹ-ի 
GC զս՚֊յգերի վրա։
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