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ИССЛЕДОВАНИЕ ХРОМАТИНА ПЕЧЕНИ КРЫС 
ПРИ ВЫСОКОБЕЛКОВОЙ И БЕЗБЕЛКОВОЙ ДИЕТЕ

Р. Р. КАЗАРЯН, М. А. ДАВТЯН

Проведен флуоресцентный анализ хроматина, выделенного дз печени белых крыс 
при высокобелковой и безбелковой диете. Хроматин, полученный при высокобелковой 
диете, подвергается конформационным изменениям структуры с проявлением новых 
флуоресцирующих комплексов в области длин волн возбуждения 230—270 нм, в пре­
делах спектра эмиссии 340--470 нм. Аналогичные комплексы обнаруживаются при 
высокобелковой диете с адреналэктомией. При безбелковой диете в флуоресцирующих 
характеристиках хроматина изменений не обнаруживается.

К числу факторов, обуславливающих повышение в организме уров­
ня продуктов белкового катаболизма, относится также высокобелковая 
диета, вызывающая индукцию как ферментов орнитинового цикла, так 
и других катаболических ферментов, присутствующих в печени живот­
ных [4, 6, 10—13, 15—17, 20]. Ранее с помощью метода флуоресцентного 
анализа нами были выявлены качественные конформационные измене­
ния структуры хроматина при гормональной индукции гидрокортизо՝ 
ном [2], с проявлением новых флуоресцирующих комплексов в области 
волн возбуждения 230—270 нм в пределах спектра эмиссии 330— 485 
нм. При этом положение максимума спектра эмиссии хроматина при 
340 нм, обусловленного триптофановой флуоресценцией [3], также пре­
терпевало определенные изменения (сдвиг в ультрафиолетовую область 
с подавлением квантового выхода флуоресценции).

В настоящей работе приводятся результаты исследования флуо­
ресцирующих свойств хроматина при высокобелковой диете, вызываю­
щей индукцию аргиназы и ряда других катаболических ферментов, при­
сутствующих в печени крыс [4, 6, 10—13, 15—17, 20].

Материал и методика. В экспериментах использовались белые крысы массой 120— 
150 г. Методика получения хроматина включала предварительное выделение ядер [5. 7] 
(в 0.25 М сахарозе, 0,25 М сахарозе с 0,5% тритон-х-100), с дальнейшей очисткой их 
через՛ слой 2,2 М сахарозы (4 — 1,291), при pH буферных растворов 7,5. Дальнейшую 
очистку клеточных ядер для получения хроматина проводили растворами 0,024 М 
ЭДТА с 0,075 М ЫаС1 (pH 8), а также 0.05, 0,01, 0,02 и 0,001 М трис-буфером (pH 8). 
Все этапы получения хроматина описаны ранее [2]. Белок определяли по Лоури [14՜], 
ДНК — по Дише [8], РНК — спектрофотометрически после гидролиза IX НСЮ4. Со­
отношение белок/ДНК во всех исследованных препаратах хроматина составляло 2 : 1, 
соотношение РНК/ДНК — 0,04:1. Спектральные характеристики препаратов хрома­
тина снимали на спектрофотометрах СФ-4А и СФ-16.
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Исследовались препараты хроматина, полученные при четырех разли тых состоя 
пнях организма животных: в норме, при высокобелковой диете, высокооелковои диете 

*• Пиота л/чяпрнис надпочечников производили под с адреналэктомией и безоелковои диете, удаление лад г
. ,. А „..п-пиню «пыскг получали рацион высокобелко-эфпрнои анестезией. Адреналэктомпрованные крысы по . ։

вой диеты (181, в котором питьевую воду заменяли 0,9% NaCI. ка :естве источника 
белка использовался авитаминизпрованный казеин с содержанием белка _о / ,о. 
Этот режим поддерживали в течение 14 дней. За этот период крысы адаптировались л 
нему. Вес животных в течение двух недель практически не менялся. а и депо 
часть крыс подвергалась операции по удалению надпочечников.

Безбелковая диета содержала следующие компоненты, вместо авитамиппзпроваи֊ 
ного казеина декстрин (84%), кукурузное масло (9%). физиологический раствор, 
NaCI (4%), агар (2%), жир печени трески (1%) и витамйнподкрепляющая микстура 
— раствор ундевита или гендевита (2%).

На пятнадцатый день животные забивались и проводились выделение и очистка 
хроматина. Все препараты хроматина подвергались детальному флуоресцентном} ана­
лизу на всех длинах волн энергии активации. Спектры возбуждения и эмиссии регист­
рировались на флуоресцентном спектрофотометре MPF-2A (Hitachi, Япония) в квар­
цевых прямоугольных кюветах, при комнатной температуре, с высокими чувствитель- 
ностями (SS-5, SS-6), в многократных разбавлениях !)<10՜3 М трпс-НС! буфера, pH 
8. Для сравнительного анализа полученных данных спектры флуоресценции регистри­
ровались на люминесцентной установке с монохроматическим возбуждением [1] (ли­
ния ртути 296, 280, 270, 240 нм от лампы СВД-120). Температура контролировалась 
непосредственно в кювете полупроводниковым микротермосопрогивлением МТ-54 сис­
темы Карманова. Для устранения градиента температуры раствор в кювете перемеши­
вался механической стеклянной мешалкой.

Результаты и обсуждение. Как известно, существует прямая зави­
симость между активностью ферментов орнитинового цикла и содержа­
нием белка в рационе. По мере увеличения белка в рационе (6, 25, 60, 
75%) активность как печеночной аргиназы, так и остальных фермен­
тов синтеза мочевины повышается [10—13, 15, 16], при этом повышение, 
активности аргиназы сопровождается пропорциональным увеличением 
экскреции мочевины |[6].

Учитывая эти литературные данные, в первой серии экспериментов 
мы предприняли попытку исследовать флуоресцентные свойства хрома­
тина, выделенного из печени крыс при высокобелковой диете. Как по­
казали исследования, он имеет один максимум спектра возбуждения 
при 295 нм и один максимум спектра эмиссии при 340 нм (рис. 1). Как 
видно из рис. 1, максимумы спектров возбуждения и эмиссии хромати­
на как в норме, так и при высокобелковой диете практически идентич­
ны, с незначительной разницей в интенсивности флуоресценции. Таким 
образом, в отличие от гормональной индукции гидрокортизоном [2], ког­
да положение максимума спектра эмиссии хроматина сдвигается при 
340 нм в ультрафиолетовую область примерно на 10 нм, с подавлением 
квантового выхода флуоресценции, при высокобелковой диете оно [3] 
каких-либо изменений не претерпевает. С другой стороны, флуоресцент­
ный анализ хроматина, полученного при высокобелковой диете, пока­
зал, что в области длин волн возбуждения 230—270 нм происходят ка­
чественные изменения в структуре хроматина с проявлением новых 
флуоресцирующих комплексов в пределах спектра эмиссии 340 —470 
нм (рис. 2, 3).

776



В следующей серии экспериментов исследовались флуоресцентные 
•' арактеристики хроматина при безбелковой диете, когда вследствие 
усиленного распада тканевых белков также может происходить некото-

1 норма. ? высокобелковая биета
Рис. 1. Спектры возбуждения (А) и эмиссии (Б) хроматина, выделенного из 
печени белых крыс. Ширина щелей монохроматоров возбуждения и эмиссии—• 
՛ нм. 1. Нативный хроматин, разбавленный в X 20 в 1 X 10~3 М трис-НС1 
буфере, pH 8. 2. Хроматин, полученный при высокобелковой диете, разбавлен­

ный в X 20 в 1 X 10 -з М трис-НС! буфере, pH 8.

рое актирование аргиназы и других катаболических ферментов. Одна­
ко при длительной безбелковой диете, когда распад тканевых белков 
предотвращается с сохранением калорийности пищи за счет жиров и 
углеводов, наблюдается снижение активности аргиназы и других фер­
ментов орнитинового цикла '[19, 21].

Как показали результаты исследования, хроматин, полученный при 
безбелковой диете, практически не претерпевает каких-либо изменений 
в максимумах спектров возбуждения и эмиссии исходного препарата 
(295 и 340 нм) (рис. 4). В то же время детальный флуоресцентный ана­
лиз показал, что никаких качественных перестроек в флуоресцентных 
характеристиках хроматина при всех длинах волн энергии активации 
также не происходит; четко выявлялся лишь основной флуоресцирую­
щий комплекс при 340 нм (рис. 4).

Суммируя полученные данные, можно сказать, что в отличие от 
высокобелковой диеты, при безбелковой, когда калорийность пищи со­
храняется за счет добавочных количеств жиров и углеводов, аргиназа



Рис. 2. Флуоресценция .хроматина при длине волны возбуждения Ех\\—270 нм. 
Ширина щелей монохроматоров возбуждения и эмиссии — С нм. 

Разъяснения 1, 2 см на рис. 1

Рис. 3. Флуоресценция хроматина при длине волны возбуждения Ех\¥—237 нм.
Ширина щелей монохроматоров возбуждения и эмиссии — 8 нм. 

Разъяснения 1, 2 см., на рис. 1.
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и другие катаболические ферменты не индуцируются, и в флуоресцент­
ных характеристиках хроматина изменений не происходит.

По данным Шимке [17], повышение активности аргиназы и других 
ферментов орнитинового цикла при высокобелковой диете происходит 
и у адреналэктомированных крыс. Аналогичный результат получен и 
Фридлэндом [9].

Для выяснения влияния функций надпочечников на флуоресцент­
ные свойства хроматина следующая серия экспериментов проводилась 
на адреналэктомированных крысах, получивших полный рацион высоко­
белковой пищи. Как показали полученные данные, выделенный из пе­
чени этих крыс хроматин в максимумах спектров возбуждения и эмис­
сии изменений не претерпевает, обнаруживая характерные показатели 
(295 и 340 нм) нативного хроматина, обусловленного триптофановой 
флуоресценцией [3].

Однако в области длин волн возбуждения 230—270 им обнаружи­
вается аналогичный наблюдаемому при высокобелковой диете крыс в 
пределах спектра эмиссии 340—370 нм (рис. 2, 3) сигнал новых флуо:

Рис. 4. Спектр возбуждения (А) при длине волны эмиссии Ет\У'—340 нм и 
спектры эмиссии (Б) при длине волн возбуждения Ех\У—295 нм (2), ЕхУ/— 
270 нм (3) и Ех\У—230 нм (4) хроматина, полученного при безбелковой дие­
те.-Ширина щелей монохроматоров возбуждения и эмиссии—(Г, 2)—4 нм, (3) 

— 6 нм, (4) — 8 им.

ресцирующих комплексов. По-видимому, индукция аргиназы и ряда, 
других катаболических ферментов при высокобелковой диете осущест­
вляется не через адреналовую железу.
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В заключение следует сказать, что при гормональной индукции 
гидрокортизоном (2] и высокобелковой диете, когда продукты белково­
го распада вызывают индукцию аргиназы и ряда других катаболиче­
ских ферментов (4, 6, 10—13, 15—17, 19, 20] в области длин волн воз­
буждения 230—270 нм, обнаруживаются качественные конформацион­
ные изменения в структуре хроматина с проявлением новых флуорес­
цирующих групп в пределах спектра эмиссии 340—370 нм.
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ՐԱՐՋՐ ՍՊԻՏԱԿՈՒՑԱՅԻՆ ԵՎ ՍՊԻՏԱԿՈՒՑԱԶՐԿՎԱԾ 

ԴԻԵՏԱՅԻ ՊԱՅՄԱՆՆԵՐՈՒՍ-

Ռ. Ռ. ՂԱՋԱՐՅԱՆ, Մ. Ա. ԴԱՎԹՅԱՆ

Կատարված է սպիտակ առնետների լյարդից ստացված քրոմ ատինի 
Հի լո ւո ր ե и ց են տ ա յ ին անալիզ բարձր սպիտակուցային և и պիտ ա կ ուցա զրկվա ծ 
դի ետ ա յի պա յմ անն ե ր ում ։ Բարձր սպիտակուցային դիետայի պայմաններում 
ստացված քրոմատինի մեջ հայտնաբերվել են կա ռո ւց վա ծքի կոնֆորմացիոն 
փոփոխություններ նոր ֆ լո ւո ր ե и ց են տ ա յ ին կոմպլեքսների ձևով, գր գոմ ան 
ալիքների 230 — 270 նմ երկարության ջրջան ում, էմիսիայի սպեկտրի 340 — 
470 նմ սահմաններում։ Նույնանման կոմպլեքսներ են արտահայտվում բարձր 
սպիտակուցային դիետայի պայմաններում ա դր են ա լէկտ ո մ ի ա յի ց հետո։ Սպի- 
տ ա կուց ա զուրկ դիետայի պա յմ անն եր ո ւմ քրոմատինի ֆ լո ւո ր ե и ց են տ ա յ ին ցու֊ 
ցանիչներում փ ուի ոխ ությ ուն ն եր չեն հայտնաբերվել։

STUDY OF RAT LIVER CHROMATIN UNDER TNE HIGH-PROTEIN 
AND NON-PROTEIN DIET

R. R. KAZARIAN, M. A. DAVTIAN

Fluorescent analysis of chromatin isolated from the liver of white 
rats under high-protein and non-protein diet has been carried out.

In chromatin, obtained under high-protein diet conformational 
changes in structure with the display of new fluorescentlng complexes 
in the range of excitation wave lengths 230—270 nm, and in the limits 
340—470 nm of emission spectrum have been revealed.
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