
ՃԱՅ ԱՍ ՏԱՆԻ ԿԵՆՍԱԲԱՆԱԿԱՆ ՃԱՆԴԵՍ 
БИОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ АРМЕНИИ

XXXII, 11, 1979

УДК 612.018.577.153

ВЫДЕЛЕНИЕ ПРЕПАРАТОВ ЯДЕРНЫХ МЕМБРАН II СОСТАВ 
ЯДЕРНОМЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ ПРИ 

ГИДРОКОРТИЗОНОВОМ ВОЗДЕЙСТВИИ

Ж. В. ЯВРОЯН, А. А. МИНАСЯН, Э. С. ГЕВОРКЯН, Г. А. ПАНОСЯН

Выделены препараты ядерных мембран из клеток печени крыс и определены их 
состав и активность пяти ферментов-маркеров. Показано, что выделенные препараты 
обладают достаточной чистотой. Выявлен состав белков ядерной мебраны в контро
ле и при введении в организм животных гидрокортизона. Показано, что одна из 22— 
24 фракций ядерномембранных белков чувствительна к воздействию гормона.

Хотя в структурном отношении ядерные мембраны достаточно хо
рошо изучены [14, 16, 24, 30], многие вопросы, касающиеся функций 
этих образований, остаются далеко невыясненными. В последние годы 
внимание исследователей было обращено к изучению химического со
става, ферментативной активности ядерных мембран, выявлению роли 
этих структур в установлении динамического равновесия между ядром 
и цитоплазмой, к изучению биогенетической взаимозависимости между 
эндоплазматическим ретикулумом и ядерной мембраной. Несмотря 
па большое сходство ядерной мембраны с другими мембранными обра
зованиями клетки, она отличается от последних двумя существенными 
моментами. Во-первых, ядерная мембрана проницаема для макромоле
кул с молекулярным весом до 40 тыс. [8, 9], которые свободно прохо
дят через поры, пронизывающие всю толщу внешней и внутренней 
мембраны. Во-вторых, характерной особенностью ядерномембранной 
оболочки является то, что ее внутренняя мембрана частично связана с 
хроматином [17]. Непосредственная связь структур внутренней ядер
ной мембраны с хроматином предполагает их возможное участие в из
менении функциональной активности генома у эукариотов. С этой точ
ки зрения представляется возможным также участие ядерномембран
ных компонентов (в особенности белков и фосфолипидов) в процессах 
специфической регуляции генетической активности, в частности, в ме
ханизмах гормональной регуляции, на что указывают работы Джэксо
на и Чалкли [18].

Настоящая работа посвящена выделению и определению ряда па
раметров ядерной мембраны клеток печени крыс, выявлению состава 
ядерномембранных белков в контроле и при гидрокортизоновом воздей
ствии в целях дальнейшего изучения механизмов гормональной индук
ции в печеночной ткани и роли ядерномембранных структур в этом 
процессе.
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Магеоиаг и методика. Эксперименты проводили на беспородных крысах обоего 
։,ола Гидрокортизон (фирмы «Рихтер., ВНР), вводили в концентрации, индуцирую
щей ряд ферментативных систем-б мг на 100 г массы животного. Животных заби
вали через 4 ч после введения гормона.

Ядра выделяли по методу Блобела и Потера [7]. Перфузированную и размель
ченную ткань гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком 
в 10՛ объемах смеси, содержащей 0,32 М сахарозу, 0,025 М КС1, 5 мМ М8С12, 50 м.Ч 
трис-НС! буфер. pH 7,5. Гомогенат фильтровали через 4-о слоев марли, центрифу
гировали 15 мни при 2500 об/мин. Осадок промывали в гомогенизирующей смеси 
с последующим центрифугированием до получения прозрачного супернатанта. Полу
ченный осадок ресуспензировали в той же смеси, однако вместо 0,32 М сахарозы при
меняли 2.2 М сахарозу, центрифугировали 45 мин при 18000 об/мин. Осадок промы
вали 2—3 раза в том же растворе (вместо 2.2 М сахарозы добавляли 0,25 М сахаро
зу) до получения прозрачного супернатанта; центрифугировали 15 мин при 2500 об/мин 
и в осадке получали чистые ядра.

Ядерные мембраны выделяли по методу Березнея и др. [4]. Чистые ядра ресус- 
пеизировалп в растворе, содержащем 0,025 М КО, 5 мМ М§С12, 50 мМ трис-НС1 бу
фер, pH 7,5 и добавляли ДНК-азу в тот же раствор с конечной концентрацией 100 
мкг/мл. Полученную суспензию инкубировали 30—40 мин при комнатной температуре, 
постоянно перемешивая па магнитной мешалке. Действие ДНК-азы останавливали 
добавлением 1,5 объема того же холодного раствора. Затем центрифугировали 20 мин. 
при 18000 об/мин. Осадок промывали :2—3 раза в том же растворе с добавлением 
0.25 М сахарозы. После каждой промывки ядерные мембраны осаждали центрифуги
рованием 20 мин при 18000 об/мин.

Активность \'а+, К + -АТФ-азы, 5'-нуклеотидазы и глюкозо-6-фосфатазы в препа
ратах ядер и ядерных мембран определяли по методу Центгрофа и др. [32], а актив
ность щелочной и кислой фосфатаз—по методу Лоури и др. [22]. Результаты выра
жали в единицах мкмоль выделившегося Р2О5 на 1 мг белка в час.

Электрофорез препаратов ядер и ядерных мембран проводили в системе К'а-доде- 
цилсульфат—полиакриламидный гель по методу Бланше [6]. Образцы растворяли в 
10 мМ трис-НС1 буфере, pH 8,0, содержащем 1%-ный Иа-додецилсульфат, 10%-ную 
сахарозу. 1 мМ ЭДТА, 10 мМ р-меркаптоэтанол, в течение 30 мин при 37°. На каж
дую трубочку наносили 300 мкг белка. Электрофорез проводили при силе тока, равной 
8 мА на трубочку, в течение двух часов. Гели окрашивали согласно методу Фейрбап- 
кса и др. [ 11 ].

Белок определяли по методу Лоури и др. [23], ДНК и РНК—спектрофотометри
чески по методу Шмидта и Танхаузера [27]. Количественное определение фосфоли
пидов проводили по методу Фиске и Суббароу [12]. Результаты экспериментов об
рабатывали статистически.

Результаты и обсуждение. Выделение и изучение химического со
става ядерных мембран требует применения разных методических под
ходов, позволяющих разрыхлять их очень компактную структуру. При 
этом возникает необходимость сильной физической или химической об
работки ядерных препаратов, включающей применение гипотоничес
кого шока [2, 31], ультразвука [13, 20], высокой ионной силы [24, 25], 
ДНК-азы [4, 21], природного полианиона гепарина [10, 26] или же 
различных сочетаний этих факторов [15, 21, 32]. Естественно, что эти 
методы выделения обеспечивают разную степень чистоты ядерномем- 
бранных препаратов, порой затрудняющих сопоставление и сравнение 
результатов. Обработка ультразвуком, применение высокой ионной 
силы приводят к выделению частично фрагментированных препаратов 
ядерной оболочки и отделению внутренней ядерной мембраны от внеш.֊ 
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ней; при этом содержание ДНК в выделенных препаратах ничтожно 
[16]. Малые количества ДНК содержатся также в препаратах, выде
ленных с применением гепарина, способного растворять хроматин в 
ядрах путем специфического взаимодействия с ядерными белками [5]. 
Препараты ядерных оболочек, выделенные этим методом, не требуют 
дальнейшей очистки и имеют 100%-ный выход [10]. С другой стороны, 
препараты, выделенные с применением ДНК-азы и гипотонического 
шока, содержат значительные количества ДНК (до 8%), однако в них 
сохраняется морфология ядерной оболочки. Структура внешней и внут
ренней мембран не нарушается, сохраняются также комплексы ядер
ных пор [16]. Такая обработка позволяет выделить препараты, содер
жащие частично связанный с внутренней мембраной остаточный хрома
тин [16]. Ясно, что в аспекте выявления возможного участия ядерно- 
мембранных компонентов в процессах специфической регуляции гене
тической активности и изучения их связи с компонентами хроматина 
методы выделения с применением ДНК-азы и гипотонического шока 
представляются предпочтительными.

В табл. 1 суммированы результаты химического анализа препара
тов ядерных мембран, выделенных нами с применением ДНК-азы. По
лученные ощутимые количества ДНК (7,7%) и РНК (6,2%) согласу
ются с литературными данными и, видимо, свидетельствуют о том, что 
выделенные препараты ядерных мембран—структуры, связанные, с од
ной стороны, с хроматином, с другой—с цитоплазмой, в частности с 
рибосомами.

Другой важнейшей характеристикой препаратов ядерных мембран 
является определенная активность ряда ферментов. В настоящее вре
мя тщательно изучена активность 15—16 ферментов ядерной оболочки, 
однако результаты крайне разноречивые [14, 16, 19]. Вариабельность 
активности одного и того же фермента в разных препаратах ядерных 
мембран во многом зависит от различия методических подходов при 
их выделении.

Нами изучалась активность пяти ферментов в ядерных и ядерно- 
мембранных препаратах (табл. 2). Все пять ферментов обнаруживают
ся в препаратах ядерных мембран. Активность Иа+. К ' -АТФ-азы в 
обоих препаратах почти одинакова, что хорошо согласуется с данными 
Франке и сотр. [15]. 5'-нуклеотидазная активность на 30% выше в 
ядерных препаратах; о чем свидетельствуют и литературные данные 
[14]. Очень разноречивые данные имеются в литературе относительно 
глюкозо-6-фосфатазной активности ядерных мембран [14, 16]. Извест
но, что этот фермент является маркером эндоплазматического ретику
лума клеток печени. В работах Збарского и др. [31], Франке и др. 
[15] показано, что большая часть фермента локализована в микросо
мах и ядерной фракции, в препаратах ядерных мембран активность 
фермента незначительна. Вместе с тем в ряде работ [19—21] показана 
значительно большая активность глкжозо-6-фосфатазы именно в ядер- 
номембранных препаратах. В наших опытах активность фермента в
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Процентное содержание и соотношение основных компонентов препаратов ядер и ядерных мембран клеток печени крыс
Таблица 1

Фракция
Процентное содержание Соотнбшение компонентов

белок ДНК РНК фосфолипи
ды ДНг/белок РНК/белок фосфолипиды/ 

белок
ДНК/ 

фосфолипиды

Ядра 58,5+3,20 20,5+1,98 6,08+0,88 12,8+1,50 0,37+0,03 0,11+0,06 0.28+0,06 1,71+0,23

Ядерные мембраны 64,7+2,81 7,7+0,73 6,21+0,68 21,3+2,54 0,12+0,01 0,10+0,01 0,35+0,07 0,39+0,04

Активность ряда ферментов в препаратах ядер и ядерных мембран
Таблица 2

Фермент Ядра Ядерные мембраны Ядерные /я 
мемораны г

(№+, К+)—АТ.Ф-аза 5,61 6,17 1,08
5'-нуклеотидаза 6,87 5,06 О.'б
Г люкозо-6-фосфатаза 3,66 5,57 1,75
Кислая фосфатаза 4,36 5,62 1,29
Щелочная фосфатаза 5,21 4,97 0,951

Приведены средние значения от пяти серий опытов.



ядерных препаратах на 35% выше активности его в ядрах. Активность- 
двух фосфатаз обнаруживается как в препаратах ядер, так и ядерных 
мембран (табл. 2). Оба фермента имеют почти одинаковую активность, 
в обоих препаратах, активность кислой фосфатазы на 23% выше в 
ядерных мембранах.

Нами проводилось также фракционирование ядерномембранных 
белков в контроле и при введении в организм животных гидрокортизо
на. При изучении состава негистоновых белков хроматина печени крыс 
при гидрокортизоновой индукции ранее нами было высказано предпо
ложение о возможной чувствительности фракций ядерномембранных. 
белков к гормональному воздействию [1]. Белки ядерной мембраны 
могут контролировать не только транспорт гормон-рецепторных ком
плексов через поры, но непосредственно или опосредованно участво
вать в специфической регуляции генетической активности. В этой свя
зи интересны работы Джаксона и Чалкли [18], показавших, что 17 0- 
эстрадиол высокоаффинно связывается с ядерномембранной фракцией 
клеток эндометрия матки, а также Вигнери и др. [29] о специфическом 
связывании инсулина с ядерной мембраной клеток печени крыс.

Электрофореграммы белков ядер и ядерных мембран выявляют со
ответственно 28—30 и 22—24 фракции разной интенсивности, причем 
почти все фракции ядерных мембран представлены на электрофоре
граммах белков ядер (рис.). Наличие на электрофореграммах белков

Рис. Электрофореграммы белков препара
тов ядер и ядерных мембран. А—белки 
ядер, Б—белки ядерных мембран, В—бел
ки ядерных мембран после введения гид
рокортизона. Стрелкой на электрофоре
граммах показана фракция, утолщающая

ся при гидрокортизоновом воздействии.

ядерных мембран низкомолекулярных фракций высокой подвижности 
свидетельствует о частичной загрязненности препаратов гистонами, в 
то время как высокомолекулярные фракции, вероятно, представлены 
негистоновыми белковыми контаминантами или же белками плазмати-
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ческой мембраны. Такой широкий белковый спектр препаратов ядер- 
ных мембран является следствием сравнительно слабой химической 
обработки при выделении. Истинные ядерномембранные белки, обла
дающие средней электрофоретической подвижностью и имеющие моле- 
ку тарную массу в пределах 50000—80000, сосредоточены в середине 
электрофореграммы [17]. Именно среди них обнаруживается белко
вая зона, заметно утолщающаяся после введения животным гидрокор
тизона (рис.). Изменение интенсивности белковой фракции на элек
трофореграмме ядерных мембран свидетельствует о ее возможной клю
чевой роли в механизме действия гормона на генетический аппарат 
клетки. Эта ядерномембранная белковая фракция может способство
вать проникновению гидрокортизон-рецепторного комплекса в ядро или 
же непосредственно участвовать в связывании этого комплекса в ядре, 
приводящем к специфическому активированию генома.

Ереванский государственный университет,
кафедра биофизики Поступило 20ЛЧ1 1979 г.

ԿՈՐԻԶ.ԱԹԱՂԱՆԹԱՅԻՆ ՊՐԵՊԱՐԱՏՆԵՐԻ ԱՆՋԱՏՈՒՄՆ 
ՈՒ ԿՈՐԻԶԱԹԱՂԱՆԹԱՅԻՆ սպիտակուցների ԲԱՂԱԴՐՈՒԹՅՈՒՆԸ 

ՀԻԴՐՈԿՈՐՏԻԶՈՆԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՆԵՐՔՈ

ժ. Վ. ՅԱՎՐՈՅԱՆ, Ա. Ա. ՄԻՆԱՍՅԱՆ, է. I). ԳԵՎ0ՐԴ5ԱՆ, Դ. Լ. ՓԱՆՈՍՅԱՆ

Առնետի լյարդի բջիջներից ա՛նջատվել են կորիզային թաղանթների պրե
պարատները, որոշվել են նրանց մի քանի պարամետրերը։ Պարզվել է, որ 
անջատված պրեպարատները ունեն բավարար մաքրություն։ Ո րոշված է կո
րի զա թ ա ղան թ ա յ ին սպիտակուցների բաղադրությունը կենդանիներին հիդրո
կորտիզոն ներարկելուց հետո։ Ցույց է տրված, որ կ ո ր ի զա թա ղան թ ա յ են սպի
տակուցների 22—24 ֆրակցիաներից մեկն զգայուն է հորմոնի ազդեցության 
նկա տմ ամ բ։

NUCLEAR MEMBRANE PREPARATE ISOLATION AND 
COMPOSITION OF NUCLEAR MEMBRANE PROTEINS

UNDER THE HYDROCORTISONE ACTION

J. V, YAVROYAN, A. A. MINASYAN, E. S. GEVORKIAN, G. A. PANOSYAN

'J

Nuclear membrane preparates have been isolated from rat liver 
■cells and some of their parameters determined. Satisfactory purity of iso
lated preparates has been shown. Nuclear membrane protein composition 
has been determined in control and under hydrocortisone administration. 
It has been shown that one of 22—24 bands of nuclear membrane pro
teins is hormone sensitive.
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