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ВВЕДЕНИЕ

Микроорганизмы обладают чрезвычайно сложными и много­
образными энзиматическими системами, обеспечивающими все 
жизненные функции клетки. Вместе с тем, ферменты микро­
организмов обеспечивают осуществление одного из самых 
грандиозных природных процессов - процесса малого биоло­
гического круговорота. Естественно поэтому, что закономер­
ности и особенности, обмена веществ микроорганизмов ухе 
многие годы являются научной проблемой, которая стоит в 
центре внимания ученых разных специальностей.

Микроорганизмы, и в особенности бактерии, признаны наи­
более удобной моделью для изучения многих биологических 
процессов. Это объясняется их необычайной физиологической 
активностью и огромным разнообразием путей метаболизма.

Широко изучаются у микроорганизмов ферменты, катали­
зирующие реакции расщепления сложных биополимеров, таких, 
как белки и нуклеиновые кислоты.

Ферменты, деполимеризующие нуклеиновые кислоты, так 
называемые нуклеодеполимеразы, исследуются в разных аспек­
тах, каждый из которых чрезвычайно актуален.

Фундаментальные успехи в области препаративного полу­
чения и исследования конформации нуклеиновых кислот созда­
ли предпосылки для изучения нуклеотидной последовательно - 
сти их макромолекул и в то же время явились мощным стиму­
лом для исследования ферментов, расщепляющих межнуклеотид- 
ные связи. Поэтому в числе первых появились работы по изыс­
канию среди нуклеодеполимераз реагентов, пригодных для ис-г 
следования первичной структуры нуклеиновых кислот. Были
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пожучены специфические ферменты, которые ухе нашли свое при­
менение при расшифровке первичной структуры ряда транспортных 
РНК [267, 567, 350, 9, 40 и др.]

В настоящее время рибонуклеазы используются при изуче­
нии первичной структуры высокомолекулярных рибонуклеиновых 
кислот и для структурно-функционального исследования РНК раз­
ных типов. Разработка метода получения комплементарных к ДНК 
нитей РНК позволяет использовать специфические РНКазы и для 
расшифровки нуклеотидной последовательности ДНК. Дезоксирибо­
нуклеазы применяются, в основном, для изучения особенностей 
вторичной структуры ДНК, хотя обнаруженные недавно высокоспе­
цифичные дезоксирибонуклеазы рестрикции открывают новые воз­
можности для изучения первичной структуры ДНК [285, 220, 201, 
331, 318, 549, 8, 116, 173, 372, 299, 89, 450, 519, 199, 570, 
196, 136, 443, 357, 569 и др.]

Нуклеодеполиыеразы оказались настолько разнообразными 
по своим каталитическим свойствам,что поначалу каждый вновь 
исследованный фермент полностью отличался от ранее известных. 
В настоящее время описано свыше двадцати различных типов нук- 
леодеполимераз, обнаруженных у микроорганизмов, животных и 
растений. Однако этим не исчерпывается их разнообразие. В ли­
тературе все продолжают появляться сведения о новых своеобраз­
ных ферментах.

Накопленный многими исследователями богатейший экспери­
ментальный материал по субстратной специфичности, механизму 
ферментативной атаки и другим свойствам нуклеодеполимераз соз 
дал предпосылки для глубокого изучения их биологических функ­
ций. В настоящее время имеется целый ряд экспериментальных и 
несколько обзорных работ, посвященных этой проблеме. Успехи в 
изучении биологической роли нуклеодеполимераз стали ощутимыми 
за последние пять-шесть лет. Отдельные вопросы, которые в 
I960 - 1965 гг. освещались гипотетически, получили экс­
периментальное подтверждение в работах 1966-1973 гг.

Широко обсуждается вопрос о роли нуклеодеполимераз в 
синтезе ДНК и белка. Нуклеодеполимеразы, по-видимому, 

- 4 -



участвуют во всех процессах превращения нуклеиновых кислот, на­
чиная от инактивации генетически активной чужеродной ДНК и 
кончая избирательным расщеплением отдельных связей в макромо­
лекуле, необходимым для инициации процессов репликации, репа­
рации, рекомбинации и рестрикции [325, 326, 244, 359, 343,449, 
182, 550, 227, 400, 159, 298, 300, 455, 99, 126, 342, 346,177, 
363 - 365, 179 , 65, 25, 104 и др.].

Экспериментальные и теоретические исследования в области 
препаративной химии белков открыли большие возможности для 
получения высокоочищенных ферментов и детального изучения их 
физико-химических свойств. Внеклеточные нуклеодеполимеразы ока­
зались в этом отношении благодатным объектом в силу возможно­
сти сравнительно простого препаративного получения, низкого мо­
лекулярного веса и относительной стабильности. В настоящее вре­
мя успешно изучается первичная, вторичная и третичная структу­
ра нуклеазы гемолитического стафилококка, панкреатических РНК­
азы и ДНКазы, РНКаз Asp. oryzae, щелочной РНКазы Вас. subti- 
lis и др. Эти исследования имеют в своей перспективе получе­
ние синтетических ферментов [143 - 146, 150, 491, 154, 339, 
416 , 277 - 279, 494, 495, 252 , 322 , 253 - 256 , 368 и др.].

В качестве самостоятельного и весьма перспективного на­
правления можно назвать сравнительное изучение биохимических 
свойств, структурных особенностей, механизма ферментативного 
действия и биологических функций нуклеодеполимераз, подученных 
из организмов широкого эволюционного ряда, поскольку эти фер­
менты имеются у всех без исключения живых организмов.

Указанные выше направления в изучении нуклеодеполимераз 
находятся в тесной взаимосвязи и стремительно развиваются.Вце 
немногим более десяти лет назад, когда автор настоящей работы 
приступил к своим исследованиям, в литературе имелись весьма 
неполные сведения лишь о нескольких цуклеодеполимеразах: пан­
креатических НПСазе и ДНКазе, селезеночной ДНКазе, нуклеодепо- 
лимеразах змеиных ядов и отдельных видов микроорганизмов. В 
настоящее время опубликовано несколько сот оригинальных экс­
периментальных статей по вопросам обнаружения, препаративного 
получения, исследования биохимических свойств, биологических 
функций и применения нуклеодеполимераз. Опубликован также ряд 
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ббзорных статей [316 - 319, 324 - 326, 26, 58, 162 - 165, 118, 
510, 146, 432 и др.] и несколько монографий [417, 418, 208, 
129, 95. ].

Следует отметить, однако, что большинство обзорных статей 
содержит материал либо по какому-то одному подробно изученному 
ферменту [163, 164 ], либо по ферментам одного микрооргани­
зма [324], либо по отдельным специальным вопросам [118]. 
Вместе с тем информация последних лет по всем указанным напра­
влениям настолько обширна и разнообразна, что детальное изуче­
ние литературы по силам только авторскому коллективу, включаю­
щему специалистов разных профилей. Такая монография по нуклеа­
зам микроорганизмов недавно написана группой советских иссле­
дователей (1974 г.). Автор настоящей работы входит в состав 
этой группы, что дает ему право использовать некоторые материа­
лы, приведенные в указанной работе. Мы ограничиваем свои зада­
чи подробным рассмотрением литературы, посвященной нуклеодепо- 
лимеразам сапрофитных бактерий, поскольку именно эта область 
составляет предмет собственных исследований. Особое внимание 
уделяется публикациям последних лет. Здесь приводятся также со­
бственные экспериментальные данные, часть которых опубликована 
ранее, другая публикуется впервые.



I. КЛАССИФИКАЦИЯ НУКЛЕОДЕПОЛИМЕРАЗ

1. Основные принципы классификации
нуклеодеполимераз

Соответственно сложности химического строения макро - 
молекул нуклеиновых кислот, разнообразию типов химических 
связей, последовательный и многоступенчатый процесс их 
минерализации катализируется несколькими ферментами. Сюда 
включаются четыре основные группы: нуклеодеполимеразы,
расщепляющие межнуклеотидные связи; нуклеофосфатазы,дефос­
форилирующие олиго- и мононуклеотиды; нуклеозидазы«ката­
лизирующие разрыв связей между основанием и пентозой, и 
нуклеодезаминазы, вызывающие дезаминирование пуриновых и 
пиримидиновых оснований [333, 203, 308, 310, 316.].

В настоящем обзоре мы рассматриваем первую группу 
ферментов, которые катализируют гидролитическое расщепле - 
ние фосфодиэфирных связей нуклеиновых кислот, образуя мо­
нонуклеотиды и олигонуклеотиды разной степени полимерности.

Ранее Лесковским [317] были предложены в качестве 
классификационных критериев четыре основные Фермента­
тивные свойства: специфичность по отношению к химиче - 
ской природе углеводного компонента; способ действия; мес­
то атаки фосфодиэфирных связей специфичность по отношению 
к химической природе оснований,прилегающих к атакуемой свя­
зи.Несколько позже автор [318] предложил ряд дополнитель­
ных критериев для классификации ДНКаз: специфичность по от­
ношению ко.вторичной структуре ДНК; механизм гидролиза ДНК; 
специфическая устойчивость концевых динуклеотидов к атаке 
фермента и др. 7



Подробная классификация ЕНКаз приведена в работах Эгами 
и Накамуры, а также Барнарда [208, 162]. В основу классифи­
кации РНКаз положены те же признаки, что и классификации ДНК­
аз.

Обобщая данные ряда авторов [316 - 318 , 208, 361, 129, 
162], мы полагаем, что в качестве основных критериев для клас­
сификации нуклеодеполимераз можно выделить следующие:

1. Специфичность по отношению к химической природе угле­
водного компонента нуклеиновых кислот. По этому признаку вы - 
делаются три основные группы ферментов: гидролизующие только 
ДНК и дезоксирибоолигонуклеотиды - дезоксирибонуклеазы; гид­
ролизующие только РНК и рибоолигонуклеотиды - рибонуклеазы; 
ферменты, которые гидролизуют обе нуклеиновые кислоты - нук­
леазы.

2. Характер атаки нуклеиновых кислот. По этому признаку
нуклеодеполимеразы подразделяются на ферменты эндонуклеолити­
ческого типа (эндонуклеазы), то есть такие, которые атакуют 
макромолекулы кольцевых и линейных нуклеиновых кислот внутри 
полинуклеотцдной цепи, образуя олигонуклеотиды, гетерогенные 
по степени полимерности, и ферменты экзонуклеолитического ти­
па (экзонуклеазы), катализирующие ступенчатое отщепление мо­
нонуклеотидов или коротких олигонуклеотидов от конца цепи и 
не способные атаковать замкнутые структуры.

3. Место атаки фосфодиэфирной связи. По этому признаку
выделяются две группы ферментов: атакующие фосфодиэфирные свя­
зи между фосфором и углеродом в ^-положении (5'- ФДЭ-связь) 
или между фосфором и углеродом в 3^-положении (3-  ФДЭ-связь).*

4. ‘- Специфичность по отношению к химической природе осно­
ваний, прилегающих к атакуешм связям. По этому признаку фер­
менты классифицируются на несколько групп с различной чувст­
вительностью по отношению к химической природе оснований, при­
легающих к атакуемым связям.

5. Специфичность по отношению к вторичной структуре нук­
леиновых кислот. По этому признаку нуклеазы подразделяются на 
три группы: ферменты, атакующие только структуры с водородны­
ми связями; ферменты, атакующие только однонитчатые структуры, 
и, наконец, ферменты, атакующие нуклеиновые кислоты, незави­
симо от их вторичной структуры.
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6. Механизм расщепления фосфодиэфирных связей. Эндонук­
леазы по этому критерию подразделяются на две группы: фермен­
ты "одноударного" механизма действия, производящие одномомент­
ное расщепление обеих цепей ДНК так, что каждый удар приводит 
к расщеплению двуспиральных структур на более короткие двуспи- 
ральные фрагменты; ферменты "двуударного" механизма действия, 
производящие расщепление каждой комплементарной цепи "наугад" 
в разных местах так, что парные симметричные разрывы в обе­
их цепях ДНК образуются только после нескольких ассиметричных 
разрывов. Некоторые ДНКазы имеют оба механизма действия, про­
являющиеся на разных стадиях реакции.

Экзонуклеазы по механизму действия подразделяются на две 
группы, первая из которых осуществляет так называемое "про­
грессивное" , вторая' - "процессивное" расщепление полинуклео­
тидов. Ферменты первой группы осуществляют параллельный гид­
ролиз всех нуклеотидных цепей. После отщепления одного или 
нескольких нуклеотидов от одной полинуклеотидной цепи фермент 
отделяется от последней и начинает атаковать следующие цепи. 
Ферменты второй группы осуществляют последовательное расщеп­
ление полинуклеотидных цепей. Фермент остается связанным с 
полинуклеотидной макромолекулой, пока не произойдет ее полный 
гидролиз, затем он переходит на следующую полинуклеотидную це­
почку и так далее.

Все ДНКазы и нуклеазы на основе механизма прямого гидро­
лиза ФДЭ-связей нуклеиновых кислот согласно Международной 
классификации и номенклатуры ферментов (1966) отнесены к груп­
пе гидролаз фосфодиэфиров [106] . Среди рибонуклеаз различают­
ся две группы: первая группа - ферменты, осуществляющие много­
стадийное расщепление РНК, включающее внутримолекулярное пере- 
фосфорилирование и, как следствие его, образование нуклеозид-2*,
3-циклофосфатов, последующий гидролиз которых катализируется 
этим же ферментом. Такие ИЖазы по Международной классифика - 
ции ферментов относятся к группе рибонуклеинат-нуклеотидо-2* - 
трансфераз (циклизующих). Некоторые РНКазы этой группы не об­
ладают способностью гидролизовать циклофосфаты. Вторая группа 
РНКаз катализирует реакцию прямого гидролиза РНК: это РНКазы- 
гидролазы, не имеющие трансферазной активности и работающие 
аналитично ДНКазам и нуклеазам.
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7. Направление экзонуклеолитической атаки. Различаются
экзонуклеазы, гидролизующие полинуклеотидные цепи в направле­
нии 3* ------ *5 ’ или в направлении 5* ------>3!

8. Специфичность по отношению к модифицированным участ­
кам нуклеиновой кислоты. В настоящее время обнаружены ДНКазы, 
которые "узнают" в макромолекуле ДНК определенные изменения, 
индуцированные ультрафиолетовым облучением или химическими 
агентами. Выделяются две группы таких ферментов: ДНКазы, спе­
цифичные к УФ-облученным ДНК и ДНКазы, специфичные к ММС-об- 
работанным ДНК. Нативные ДНК такими ферментами либо совсем не 
атакуются, либо гидролизуются значительно медленнее модифици­
рованных.

9. Чувствительность ДНКаз к специфическим к чужеродным
участкам ДНК. Особую группу составляют ферменты рестрикции, 
"узнающие" специфические немодифицированные последовательно­
сти в ДНК. Некоторые из них для проявления активности требу­
ют присутствия АТФ и САМ.

10. Специфическая потребность в АТФ. Описана особая
группа ДНКаз, которые для проявления ферментативной активно - 
сти требуют присутствия специфических факторов, таких, как АТ® 
и другие нуклеозидтрифосфаты. Эта особенность ферментов свя­
зана со специфическим механизмом их действия, однако достаточ­
но полные сведения о механизме действия АТФ-зависиькх ДНКаз 
в настоящее время не получены.

11. Способность расщеплять РНК в РНК-ДНК гибриде. Срав -
нительно недавно были описаны весьма своеобразные нуклеазы, 
обозначенные термином "гибридазы", которые не атакуют ни ДНК, 
ни РНК, а лишь цепь РНК, связанную с цепью ДНК. Эта группа 
ферментов чрезвычайно интересна в плане участия в синтезе ДНК.

Кроме указанных выше критериев, имеется ряд других 
свойств, по которым ферменты отличаются один от другого.Одна­
ко мы полагаем, что они составляют частные особенности нук - 
леодеполимераз и могут только затруднить их классификацию.Не­
которые авторы, например, предлагают классифицировать нуклео- 
деполимеразы по их локализации в клетке [208]. Однако, как 
будет ясно из последующего изложения, ферменты, сходные по 
основным каталитическим свойствам (механизму, характеру, мес-
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ту атаки и т.п.), локализованы в разных местах клетки или вы­
деляются во внешнюю среду.

Совсем недавно (1973) вышла в свет новая книга по класси­
фикации и номенклатуре ферментов [215].В представленной ре­
комендации по классификации ферментов наряду с известными 
ранее ферментами получили свое место и, соответственно,поряд­
ковый номер, новые нуклеазы, такие, как АТФ-зависимые ДНКазы, 
ферменты рестрикции, РНКазы Н и другие. В последующей части 
данной главы в скобках будут даны классификационные номера 
ферментов согласно указанной классификации 1973 года.

2. Основные группы нуклеодеполимераз
микроорганизмов, животных и растений 

Согласно указанным выше основным классификационным при­
знакам, мы считаем возможным подразделить нуклеодеполимеразы 
на ряд ниже приведенных групп.

А. Дезоксирибонуклеазы

I. ДНКазы, гидролизующие ДНК по эндонуклеолитическому 
типу и расщепляющие 3’ - ФДЭ-связи. Механизм атаки - "одно" 
или "двуударный". Ферменты не проявляют отчетливой специфич­
ности по отношению к природе оснований. ДНКазы с такими свой­
ствами обнаружены в культуральной жидкости Streptococcus 
hemolyticus - ДНКазы А и Ccorynebact.diphtheriae ряда споро­
вых бактерий [33,34, 51, 80, 122, 123] и некоторых актино - 
мицетов [13, 16 и др.], в клетках E.coli и Рг. mirabilis 
эндонуклеаза I, дрожжей - эндонуклеаза А[327, 328, 235 - 237, 
422]. В большинстве случаев микробные ДНКазы этой группы пред 
почтительно гидролизуют нативные молекулы ДНК и только эндо­
нуклеаза А дрожжей и ДНКаза С or. diphtherias имеют предпоч­
тение к односпиральным структурам ДНК.

Впервые фермент такого типа был выделен из панкреатиче­
ской железы теленка [310] и обозначен как ДНКаза I. Позднее 
подобные ферменты были выделены из других тканей млекопитаю­
щих и морских животных [128, 232, 161 и др.], а также из 
семян растений [531] . По международной классификации фермен­
тов 1966 г. [106] ДНКазы, выделяемые в первую группу, относят­
ся к дезоксирибонуклеинат - 5'- олигонуклеотидогидролазам 
НФ 3.1.4.& (3.1.4.5). -П-



П. ДНКазы, гидролизующие субстрат по эндонуклеолитиче­
скому типу, "одноударному" механизму, без строгой специфич­
ности по отношению к химической природе оснований и вторич - 
ной структуре ДНК. Отличаются от ДНКаз первой группы тем,что 
гидролизуют 5*-  ФДЭ связи. Ферменты такого типа (ДНКаза П) 
получены из селезенки, тимуса и других тканей млекопитающих 
и морских животных [354, 419, 166, 167, 163, 164, 466, 204, 
191, 105, 555 и др.].У микроорганизмов ДНКазы гидролизующие 
5'- ФДЭ связи не найдены. Классифицируются как дёзоксирибо - 
нуклеинат - 3’- олигонуклеотидогидролазы - КФ 3.1.4.6 
(3.I.4.6).

Ш. ДНКазы рестрикции, гидролизующие нативные чужеродные 
ДНК, не атакующие ДНК собственных клеток. Характер атаки эн­
донуклеолитический. Место атаки - 3’- ФДЭ связь. Односпи - 
ральные разрывы на каждой комплементарной цепи ДНК предшест­
вуют двуспиральным разрывам.Выщепляют высокомолекулярные спе­
цифические фрагменты ДНК. Такие ферменты обнаружены в клетках 
Е. coll - ДНКазы R-K , В-В и др. [359 , 343 , 342 , 566 , 373], 
Hemophilus influenzae - эндонуклеазы 5 и HI [469 , 299 , 243, 
207, 518, 499] , Hemophilus aegyptius t эндонуклеаза Z [360], 
Hemophilus genus [498 и др], Hemophilus parainfluenzae- 
эндонуклеазы Нра I и П [459] и др.

Классифицируются как дезоксирибонуклеинат - 5 - олиго­
нуклеотидогидролазы (ферменты рестрикции) - КФ 3.I.4.X 
(3.1.4.32). Здесь и далее вместо последнего числа стоит "X" 
в том случае, когда нуклеодеполимеразы имеют определенные 
особенности, не позволяющие объединить их с известными ранее 
группами нуклеодеполимераз, согласно рекомендации Международ­
ной комиссии по классификации ферментов /1966/.

1У. АТФ-зависимые ДНКазы, гидролизующие субстрат по 
экзоцуклеолитическому типу, преимущественно двуспиральные 
структуры. Атакуют 3*-  ФДЭ связи. Обладают своеобразной спо­
собностью отщеплять от концов цепи не мононуклеотиды, а ко­
роткие олигонуклеотидные фрагменты. Отличаются от других 
ДНКаз тем, что для проявления активности требуют присутствия 
АТФ. Такие ферменты обнаружены в клетках Mier, lysodeikticus, 
Mycobacterium smegmatis, E. coli, Diplococ.pneumoniae, Hemo­
philus influenzae, Вас.subtills(507, 271, 272, 138, 139 , 542-
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548, 400, 158, 159, 238, 239, 551,565,526,527,525,228,229,468, 
188 , 63 , 460]. Классифицируются как дезоксирибонуклеинат - 5’- 
олигоцуклеотидогидролазы (АТФ-гидролизующие) - КФ 3.1.4.Х(3. 
1.4.33).

V. ДНКазы, гидролизующие субстрат по эндонуклеолитичес - 
скому и экзонуклеолитическому типу, "двуударному" механизму. 
Расщепляют 3’- ФДЭ связи, специфически в области повревдений 
цепи ДНК, индуцированных УФ-облучением. Эндонуклеазы строго 
специфичны к двуспиральным ДНК, облученным УФ. Экзонуклеазы 
атакуют и необлученные ДНК в направлении 5'—3'. Такие ДНКазы 
обнаружены в клетках Micr.lysodeikticus , Вас. subtilis, Е. 
coll(экзонуклеаза У1) [290 , 291, 455, 429, 430, 298]. Клас­
сифицируются как "УФ - специфичные" дезоксирибонуклеинат- 5'- 
олигонуклеотвдо-гидролазы - КФ 3.1.4.X.

VI. ДНКазы, гидролизующие субстрат по эндонуклеолитиче­
скому типу, "двуударному" механизму. Расщепляют З’-ФДЭ связи, 
специфически в области повревдений цепи ДНК, индуцированных 
алкилирующими агентами. Ферменты атакуют двуспиральные ДНК. 
Выделены из клеток Е. coll - эндонуклеаза П; обнаружены у 
Вас. subtilis , Mier, lysodeikticus [224 - 227, 483, 485, 
429, 431] . Классифицируются как "ММС-специфичные" дезоксири­
бонуклеинат - 5’- олигонуклеотидо-гидролазы - КФ 3.I.4.X.

УП. ДНКазы, гидролизующие субстрат по экзонуклеолитиче­
скому типу. Атакуют 3‘- ФДЭ связи односпиральных полинуклео- 
тидных цепей, начиная атаку с 3’- конца. Такой фермент выде­
лен из клеток Е. coli - экзонуклеаза I [323, 324, 329]. Эк­
зонуклеазы, имеющие предпочтение к однонитчатым ДНК и облада­
ющие другими сходными с экзонуклеазой I в. coli свойствами, 
выделены из ядер клеток опухолевых тканей мышей и крыс, Hela, 
костного мозга кролика и обозначены как ДНКаза Ш (341 и дрЛ. 
Классифицируются как дезоксирибонуклеинат (односпиральный)-5- 
олигонуклеотидогидролазы - КФ 3.I.4.X (3.1.4.25).

УШ. ДНКазы, гидролизующие субстрат по экзонуклеолитиче - 
скому типу. Атакуют 3’- ФДЭ связи нативных и денатурированных 
ДНК, с преимуществом к нативным структурам; начало атаки 3’-, 
либо 5’- конец. Механизм атаки полинуклеотидов - "прогрессив­
ный". ДНКазы такого типа выделены из клеток е. coli и Mier.
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lysodeikticus [330 , 306, 257, 258 , 363-365 и др.]. Они ассоции­
рованы с ДНК-полимеразами. Экзонуклеазы, гидролизующие исклю­
чительно нативную ДНК, начиная с 5'- конца, по механизму гид­
ролиза, сходные с экзонуклеазами Е. coll обнаружены в ядерной 
и цитоплазматической фракциях тканей млекопитающих и обозначе­
ны как ДНКаза 1У [341, 342] . Классифицируются как дезоксири- 
бонуклеинат-б^лигонуклеотидо-гвдролазы - I® 3.I.4.X (3.1.4. 
26).

IX. ДНКазы, гидролизующие субстрат по экзонуклеолитическо-
МУ типу. Атакуют З^-ФДЭ связи только двуспиральных молекул. На­
чинают атаку от З’-ОН конца цепи. Ферменты обладают одной харак­
терной особенностью - отщепляют концевые З^-фосфомоноэфирные 
группы полидезоксинуклеотидов. Такие ферменты выделены из 
клеток Е. coli - экзонуклеаза Ш, Вас. subtilis, Dipl, pneumo­
niae, Hemophilus influenzae [433, 434, 404, 314, 245). Класси­
фицируются как дезоксирибонуклеинат (двуспиральный) - 5’- оли- 
гонуклеотидогидролазы - I® 3.I.4.X (3.1.4.27).

Б. Рибонуклеазы

I. РНКазы эндонуклеолитического типа действия, осуществля­
ющие расщепление РНК по сложному механизму,включающему внутри­
молекулярное перефосфорилирование с образованием нуклеозид-2* , 
3’- циклофосфатов-и последующий гидролиз этих соединений.Рас­
щепляют 5'- ФДЭ связи с предпочтением к пиримидиновым звеньям 
цепи. К этой группе относятся ТНКазы, выделенные из панкреати­
ческой железы и других тканей млекопитающих и морских животных 
[ 308 , 417, 513, 516 , 432 , 266 , 269 , 409 , 98 ] .

У микроорганизмов пиримидин - специфичные ШКазы не обна - 
ружены. По Международной классификации они отнесены к группе 
рибонуклеинат-пиримидин-нуклеотидо-2-трансфераз (циклизующих)- 
КФ 2.7.7.16 (3.1.4.22).

П. РНКазы эндонуклеолитического типа действия, расщепляю­
щие РНК по сложному механизму, включающему образование нуклео­
зид -2’, 3'- циклофосфатов с их последующим гидролизом. Атакуют 
5’- ФДЭ связи. Они предпочтительно расщепляют однонитчатые РНК, 
неспецифичны по отношению к природе оснований. Такие РНКазы об­
наружены в культуральной жидкости Вас. subtilis, вас. gluti-
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nosus, Вас. intermedius, Вас. mesentericus [389 , 445, 76,85], 
выделены из клеток E.coli - РНКаза I [473 и др.}, Enterobac- 
ter sp. (335, 336 ] , Salmonella oyphimurim РНКаза I [187]. 
РНКазы такого типа выделены также из культуральной жидкости и 
мицелия многих микроскопических грибов: Asp. ozyzae - РНКаза 
Tg, Asp. saitoi - РНКаза М, Neurospora crassa - РНКаза N2, 
Physarum polycephalum - РНКазы Р^_2 и ^п-3 и [378 , 446,
447, 508 , 512 , 274 , 276 , 277 , 497, 273, 152, 153 , 265,294,511, 
259, 279, 402, 510, 440 и др.] . РНКазы различных микроскопи­
ческих грибов - Pen.brevicompactum, Pen.claviforme, Asp, palli- 
dus, Asp.clavabus,Pen.chrysogenum получены в высокоочищенном виде 
и подробно изучаются группой советских исследователей [17 - 23, 
90]. В тканях и секретах животных [162, 347] , в тканях выс­
ших растений [219, 531, 162] также обнаружены цурин-специфич- 
ные или неспецифичные РНКазы. Классифицируются как рибонуклеи- 
нат-нуклеотидо-2-трансферазы (циклизующие) - I® 2.7.7.17. 
(3.1.4.23).

Ш. РНКазы, имеющие тот же тип и механизм действия, что 
и ферменты первой и второй групп, но отличающиеся от них стро­
гой специфичностью к гуаниловым звеньям цепи РНК.Ферменты та - 
кого типа обнаружены в культуральной среде бактерий: Вас. ри - 
mills, Bac.amilozyma [446, 4,5,6] . Наиболее подробно изучена 
гуанил-специфичная РНКаза Asp.oryzae - РНКаза Tj [477, 451, 
509, 512, 275, 278, 494, 495 и др.]. Аналогичные ферменты най­
дены у других микроскопических грибов: Ust.spherogena-РНКаза 1Ц, 
Ust. zeae [234, 554] , Neurospora crassa - РНКаза Nj, Mu- 
cor genevensis [496 , 497, 446], щелочные РНКазы Asp. clavatus, 
Asp. pallidus и др. [95 ], а также у актиномицетов: Act. 
aureoverticillatus - первая РНКаза, которая была обнаружена, 
получена препаративно и подробно изучена советскими учеными 
[ И8 — 120, 1,2 J, str. ех\уVreus, str. albogriceolus, Str. 
aureofaciens, Act. levoris, Act. noursei, Act. antlbioticum 
[ 561, 563, 14, 61, 24, 157, 570]. В мицелии Neurospora crassa 
обнаружена РНКаза Nj, аналогичная внеклеточной РНКазе N^ 
[ 294 ] , гуанил-специфичная РНКаза - Рр-I няйдяня в мицелии 
Phys.polycephalum [265]. В тканях животных и высших растений 
гуанил-специфичные РНКазы не обнаружены.
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По Международной классификации ферментов (1966) они от­
несены к группе рибонуклеинат-гуанин-нуклеотидо-2-трансфераз 
(циклизующих) - КФ 2.7.7.26 (3.1.4.8).

1У-. РНКазы, расщепляющие РНК по эндонуклеолитическому 
типу, по такому же механизму, как и ферменты предыдущих групп, 
но в отличие от них не обладающие способностью гидролизовать 
нуклеозидциклофосфаты. Такие ферменты найдены в клетках 
Azotobacter agile, Вас.subtilis, Proteus mirabllis [462 , 556- 
559, 185] .

По Международной классификации ферментов их можно отне­
сти к группе рибонуклеинат-нуклеотидо-З^-трансфераз (циклизую­
щих, не атакующих циклофосфаты) - КФ 2.7.7.Х.

V. РНКазы, атакующие субстрат эндонуклеолитически без 
образования нуклеозид-2^-циклофосфатов. Продуктами гидроли­
за являются 3-олигонуклеотиды. Особенностью этих РНКаз явля­
ется абсолютная потребность двуспиральных субстратов. Такого 
типа фермент выделен из клеток E.coli - РНКаза Ш [438, 439, 
337, 338]. Классифицируются как двуспиральные рибоцуклеинат- 
З^олигоцуклеотидогидролазы - КФ 3.I.4.X. (3.1.4.24).

VI. РНКазы, осуществляющие гидролиз РНК (не имеют транс­
феразной активности) по экзо- или эндонуклеолитическому типу. 
Расщепляют 5'- ФДЭ связи, без строгой специфичности к химиче­
ской природе оснований. К ферментам этого типа относится РНК­
аза П A ТЫ оЪапп 11 ня thioparus [405, 406]. В культуральной 
среде Ust. sphaerogena - РНКаза Цц. [511], в клетках Sac- 
charomyces cerevisiae [399] обнаружены ферменты, сходные с 
РНКазой Thiobac. thioparus, но отличающиеся от последней эк- 
зонуклеолитическим характером гидролиза РНК. Классифицируются 
как рибонуклеинат-нуклеотидо-З^-гидролазы - КФ. 3.I.4.X.

УП. РНКазы, осуществляющие гидролиз РНК по экзо- или эн­
донуклеолитическому типу. Расщепляют З'-ФДЭ связи. Экзонуклео- 
литическая атака осуществляется по "процессивному" механизму. 
Несколько быстрее других полинуклеотидов гидролизуют поли-А. 
Начало атаки от 3-конца. Такие РНКазы получены из клеток Е. 
coli - РНКаза П, L. easel, L. plantarum, Salmonella typhimu- 
rium — РНКаза II, Mycobact. smegmatis, Serratia sp. [474, 
480 , 395 , 396 , 296 , 345 , 230 , 231, 424 , 436 , 334.].
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У плесневых грибов и актиномицетов-нуклеаза А 236,а так­
же в яде кобры, митохондриях и ядрах клеток печени млекопитаю­
щих, в семенах бобов (265, 3,39, 263 , 369 , 531] обнаружены РНК­
азы, сходные с РНКазами бактерий , но отличающиеся от них эн­
донуклеолитическим типом действия на РНК.

Классифицируются как рибонуклеинат-нуклеотидо-5^-гидрола- 
зы - КФ. 3.1.4.Х. (3.1.4.20).

УШ. РНКазы, осуществляющие гидролиз ИЖ только в составе 
гибрида РНК-ДОК и не атакующие ни ДНК, ни РНК. Ферменты обла­
дают эндонуклеолитическим типом атаки. Расщепляют 3*-  ФДЭ свя­
зи. Для этой нуклеазы был предложен термин "гибридаза"или РНК­
аза Н. РНКаза Н выделена из клеток Е. coli [362 , 535, 261, 
160], Saccharomyces cerevisiae [553] , тимуса теленка, эмб­
рионов кур [478, 260, 297]. Классифицируются как РНК - ДНК- 
гибрид-рибоцуклеотидо-гидролазы (3.1.4.34).

В. Нуклеазы

I. Нуклеазы, гидролизующие ДОК и РНК по эндонуклеолити­
ческому типу. Расщепляют З'-фосфодиэфирные связи, с некоторым 
предпочтением к нативным структурам, неспещфичны по отношению 
к природе оснований. В некоторых случаях проявляют предпочте­
ние к межнуклеотидным связям с пуринами или аденином. Такие фер­
менты получены из культуральной жидкости Str. hemoliticus - 
Нуклеазы В и Д [532 - 534, 242] Ser. marcescens [380 , 381,
73 , 74 , 77 - 79 , 82 , 83, 10 - 12] , из клеток Azotobacter agi­
le [479]. Подобные ферменты обнаружены у Streptomyces aureus 
[ 562], Acrocylindrium sp. [490]. Эти ферменты классифицируют­
ся как рибонуклеинат (дезоксирибонуклеинат) - 5'- нуклеотидогид- 
ролазы - КФ. 3.I.4.9 (3.1.4.9).

П. Нуклеазы, по всем свойствам сходные с ферментами пре­
дыдущей группы, но в отличие от них преимущественно гидролизу­
ющие однонитчатые ДОК и РНК. Ферменты с такими свойствами изо­
лированы из клеток Heurospora crassa [344], Saccharomyces 
fragilis [321J , Physarum polycephalum - нуклеаза P _2(265], 
Asp. oryzae - нуклеаза 0 [264, 514] , нуклеаза S1(l4I, 522 
и др.]. Подобные ферменты выделены из клубней картофеля, манго­
вых бобов, листьев Avena [175 , 531, 552 и др.], а также из 
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различных тканей млекопитающих: печени крысы, зобной железы 
цыпленка [162] и из шелковичного червя [471].

Нуклеазы второй группы классифицируются как односпи­
ральные рибонуклеинат (дезоксирибонуклеинат) - 5’- нуклеоти- 
догидролазы - КФ 3.1.4.9. (3.1.4.21).

Ш. Нуклеазы, гидролизующие нуклеиновые кислоты по эн­
донуклеолитическому типу. Расщепляют 5'- ФДЭ связи, специфич­
ны к определенным основаниям на первых стадиях гидролиза. 
Проявляют предпочтение к однонитчатым полинуклеотидам. Такая 
нуклеаза получена из культуральной жидкости Mier, pyogenes 
var aureus [195 , 420 , 491 и др.]. Подобный фермент обнару­
жен у плесневого триба Physarum polycephalum — нуклеаза РР~1 
[265]. Классифицируются как дезоксирибонуклеинат (рибонукле- 
ина^-3-нуклеотидогидролазы - I© 3.1.4.7. (3.1.4.7).

ГУ. Нуклеазы, гидролизующие субстрат по экзонуклеоли- 
тическому типу, "прогрессивному” механизму. Расщепляют 5^-ФДЭ 
связи. Начало атаки 5- и 3- концы цепи. Отчетливой специфич­
ности по отношению к вторичной структуре не имеют.Такие нук­
леазы выделены из культуральной жидкости Вас.subtilis [375, 
301, 302, 403, 437] , из клеток Lactobacillus acidophylus 
[220]. Эти ферменты сходны с экзонуклеазой, выделенной из 
селезенки быка - ФДЭаза П [262 , 428 и др.] и позднее из 
молоков лососевых рыб [358]. Классифицируются как дезоксири­
бонуклеинат (рибонуклеинат) - 3- нуклеотидогццролазы- 
КФ 3.1.4.7. (3.1.4.18).

У. Нуклеазы, гидролизующие ДНК и ГНК по экзонуклеоли- 
тическому типу. Расщепляют 3*-  ФДЭ связи, начало атаки -З^-ОН 
конец, реже - 5'- конец. Преимущественно гидролизуют однонит­
чатые ДНК и РНК. Экзонуклеазы такого типа выделены из клеток 
Thiobacillus thioparus > Lactobacillus acidophylus [96, 448], 
культуральной жидкости Mier.sodonensis [168 - I7l] . Послед­
ний фермент имеет своеобразное свойство - обладает 5^-ФМЭаз- 
ной активностью. 5^-экзонуклеазы выделены японскими исследова­
телями из культуральной жидкости streptomyces sp. [489] и 
отечественными учеными из культуральной жидкости Actinomyces 
coelicolor - экзонуклеаза А5 [121, 503]. Экзонуклеазы акти­
номицетов не гидролизуют модельные субстраты, не содержащие 
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нуклеотидов. Из конидий к. crassa получена 5^-экзонуклеаза, 
отличающаяся от бактериальных 5^-экзонуклеаз тем, что атакует 
однонитчатые нуклеиновые кислоты в направлении &—3' [421]. 
Экзонуклеаза указанного типа действия впервые была обнаруже­
на в ядах змей - ФДЭаза I [427 , 537, 38 и др.]. ФДЭаза зме­
иных ядов атакует нуклеиновые кислоты от З^-ОН конца, гидро­
лизует модельные субстраты типа бис (пара) - нитрофенилфос­
фат. Из лейкозных клеток мышей изолирована экзонуклеаза,сход­
ная с ФДЭазой I, но не гидролизующая нитрофениловые эфиры мо­
нонуклеотидов [140] . Перечисленные ферменты классифицируют­
ся как дезоксирибонуклеинат-рибонуклеинат-5^-нуклеотидо-гидро- 
лазы - КФ 3.I.4.I. (3.1.4.1).

X X
X

Таким образом, нуклеодеполимеразы микроорганизмов, рас­
тительных и животных тканей по их основным свойствам можно 
классифицировать на 22 группы, из которых ДНКазы составляют 
9, РНКазы - 8 и нуклеазы - 5 групп. Наибольшим разнообразием 
отличаются микробные нуклеодеполимеразы. Из приведенных выше 
двадцати двух групп различных по своим биохимическим свойст­
вам ферментов у микроорганизмов не обнаружены только ДНКазы, 
катализирующие гидролиз Ен- ФДЭ связей (группа П) и РНКазы- 
трансферазы, специфичные к пиримидиновым межнуклеотидным свя­
зям (группа I).

Нуклеодеполимеразы, выделенные из тканей и секретов жи­
вотных, также отличаются большим разнообразием биохимических 
свойств. ДНКазы животных тканей классифицируются по четырем 
группам (1,П,УП, УШ ), причем ферменты типа селезеночной ДНК­
азы П получены в настоящее время исключительно из тканей жи­
вотных. ДНКазы, которые обладают специфической способностью 
"узнавать" повреждения ДНК, индуцированные УФ-облучением или 
химическими агентами, а также ферменты, имеющие абсолютную 
потребность в АТФ, не выделены из животных тканей, хотя ука­
зания на то, что такие ферменты присутствуют в ядерных фрак­
циях клеток тканей животных и человека имеются в литературе 
[341, 342, 156]. РНКазы тканей и секретов животных классифи­
цируются по трем группам (1.П,У1), причем пиримидил-специ- 
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фичные НШазы (группа I) обнаружены только у животных. Однако 
у животных не найдено гуанил-специфичных РНКаз и ферментов, 
полностью лишенных способности атаковать нуклеозид -2'- 3- 
циклофосфаты. Нуклеазы животных классифицируются по четырем 
группам из пяти, не обнаружены только нуклеазы группы I,сход­
ные по свойствам с нуклеазами группы П и отличающиеся от по­
следних тем, что преимущественно гидролизуют нативные, а не 
денатурированные ДНК и РНК.

Что касается нуклеодеполимераз растений, то они сравни­
тельно мало изучены. В настоящее время в различных тканях ра­
стений обнаружены РНКазы группы I, расщепляющие 5'- ФДЭ связи, 
имеющие трансферазную активность и неспецифичные к природе 
оснований, т.е. такие же РНКазы, которые обнаружены у большо­
го числа видов микроскопических грибов. Нуклеазы, полученные 
из тканей самых разных видов растений, сходны по своим свой­
ствам с нуклеазой Neurospora crassa (группа П). У растений 
обнаружены также ДНКазы группы I и РНКазы - гидролазы группы 
УП.В последние годы интерес к нуклеодеполимеразам растений 
усилился [538 - 540] и др.

Вместе с тем нельзя исключать возможность, что некоторые 
нуклеодеполимеразы действительно отсутствуют в тканях живот­
ных и растений и продуцируются только микроорганизмами. Харак­
терно, что те нуклеодеполимеразы, которые обнаруживаются у 
высших растений, имеются также и у микроскопических грибов, 
т.е. филогенетически родственных организмов. С другой стороны, 
бактерии имеют нуклеазы, сходные с теми, которые обнаружива­
ются у животных.

В связи с этим нам представляется чрезвычайно интерес­
ным изучение нуклеаз в эволюционном аспекте. Во-первых, доволь­
но обширный материал о свойствах нуклеаз различных живых ор­
ганизмов, который накоплен к настоящему времени, дает возмож­
ность проанализировать, как селекционировались нуклеазы, в ка­
ком направлении шел отбор этих ферментов при переходе к более 
высокой ступени эволюции живого. Не менее интересно изучение 
путей селекции отдельных энзиматических свойств нуклеаз, ис­
следование того, какие изменения и по каким причинам претер­
пели отдельные нуклеазы. Так, например, 3-экзонуклеазы или 
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5-экзонуклеазы, обнаруженные у различных микроорганизмов,а так­
же у млекопитающих, морских животных, рептилий и др. (нуклеазы 
четвертой и пятой групп), представляют собой ферменты, сходные 
по основным свойствам, но имеющие какие-то индивидуальные осо­
бенности в зависимости от организма, из которого они выделены. 
То же относится и к другим нуклеазам, обнаруженным у разных ор­
ганизмов. lite полагаем, что сейчас уже настало время для пере - 
хода к выяснению вопросов, связанных с эволюцией свойств и фун­
кций нуклеаз.

В таблице I суммированы данные по нуклеодеполимеразам бак - 
терий. Более подробные сведения о нуклеодеполимеразах сапрофит­
ных бактерий приведены в главе 1У.
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Таблица 1

Основные биохимические свойства бактериальных нуклеодеполимераз

Группы Ферменты 
(тривиаль­
ное назва­
ние), ли­
тература

Атакуемый 
субстрат

Тип и 
меха­
низм 
атаки

Продук­
ты гид­
ролиза

Специ­
фичность

Условия действия

опт.
pH

актива­
торы

инги­
биторы

I 2 3 4 5 6 7 8 9

А. Дезоксирибонуклеазы

I. Д
еЗ

ок
си

ри
бо

ну
кл

еи
на

т-
5'-

ол
иг

о­
ну

кл
ео

ти
до

ги
др

ол
аз

ы
 —

 3
.1

.4
.5 1. Эндо­

нукле­
аза I
E. coli
327, 328, 
325

Нативная и 
денатуриро­
ванная ДНК

Эндо­
нукле­
олити­
чеокий 
"одно­удар
­ ный"

Олигонук­
леотиды с 
5'-ФМЭ 
группой, 
средней 
длины 7 
нуклео­
тидов

Не атаку­
ет связи 
дФА-фН; 
в комплек­
се с тРНК 
приобрета­
ет "nicking" 
активность

8,0 Mg2+ 
(Mn2+)

тРНК

2.Эндо­
нукле­
аза I 
Pr. mira­
bilis 

236, 237

Нативная и 
денатури­
рованная 

ДНК

Эндо­
нукле­
олити­
ческий

Кислото- 
раство­
римые 
фрагмен­
ты с 5'- 
ФМЭ груп­
пой

В комплек­
се с тРНК 
приобрета­
ет "nicking" 
активно­
сть

10,0 Mg2+ тРНК



1 2 3 4 5 6 7 8 9

3. Дезокси­
рибонук­
леаза

Вас. quer­
cifolius
(внекле­
точная)

[34]

Натив­
ная и 
денату­
рирован­
ная ДНК

Эндо­
нукле­
олити­
ческий

Олиго- и 
мононук­
леотиды 
с 5'-ФМЭ 
группой

Некото­
рое пред­
почтение 
к связи 
ДфН-фЦ

8,6- 
9,0

Mg2+, 
Mn2+, 
Zn2+, 
Ca2+

ЭДТА, 
Cu2+, 
Fe2+, 
Ni2+, 
фос­
фат

4. Дезокси­
рибонук­
леаза
Вас. amy­
lozyma
(внекле­

точная) 
[51]

Натив­
ная и 
денату­
рирован­
ная ДНК

Эндо­
нукле­
олити­
ческий

Олиго- и 
мононук­
леотиды 
с 5'-ФМЭ 
группой

Некото­
рое пред­
почтение 

к связи 
с дфН-фТ

9,8

Mg2+, 
Mn2+, 
и др. 
Me2+

ЭДТА

5. Дезокси­
рибонук­
леаза Bac.

mesentericius 
(внекле­

точная) 
[80]

Натив­
ная и 
денату­
рирован­
ная ДНК

Эндо­
нукле­
олити­
ческий 

"дву­
ударный"

Олигонук­
леотиды и 
мононукле­
отиды с 5'- 
ФМЭ 
группой

Некото­
рое пред­
почтение 

- к связям 
дфН-фА

9,0

Mg2+, 
(Mn2+)

ЭДТА
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

6. Дезоксири­
бонуклеаза

Bac. subtills 
(внеклеточ­

ная) 
[122, 123]

Нативная 
и денату­
рирован­
ная ДНК

Эндонукле­
олитичес­
кий "дву­
ударный"

Олигонук­
леотиды и 
мононук­
леотиды с 
5'-ФМЭ 
группой

Некоторое 
предпоч­
тение к 
связям 
дфН-фТ и 
дфН-фА

9,0 Mg2+ 
(Mh2+)

ЭДТА

7. Дезоксири­
бонуклеаза A
Str. haemo­
lyticus
(внеклеточ­
ная) [251, 
414 и др.]

Нативная 
и денату­
рирован­
ная ДНК

Эндонук­
леолити­
ческий

Олигонук­
леотиды со 
средней 
длиной цепи 
6,2 нуклео­
тидов, с 5- 
ФМЭ группой

Предпочте­
ние к свя­
зям дфН-фГ

8,0- 
9,0

Mg2+ 
(Ca2+)

ЭДТА, 
цит­
рат

8. Дезоксири­
бонуклеаза C
Str. haemo­
lyticus 

/внеклеточ­
ная/ [251,
414, 233 и 

др.]

Нативная 
и денату­
рирован­
ная ДНК

Эндонук­
леолити­
ческий

Олигонук­
леотиды 
со средней 
длиной цепи 
2,95 нукле­

отидов, с 5'-ФМЭ 
группой

Неспеци­
фична

5,0- 
6,0

Mg2+, 
Ca2+

ЭДТА, 
цит­
рат
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

9. Дезоксирибо­
нуклеаза
Cor. diphte­
riae
(внеклеточ­
ная) [33]

Денатури­
рованная 
и натив­
ная ДНК

Эндонуклео­
литический, 
"двуудар­
ный"

Олигонук­
леотиды с 
5'-ФМЭ 
группой

Неспе­
цифич­
на

7,0- 
7,5

Mg2+, 
Mn2+

ЭДТА, 
цит­
рат,
Cu2+

II
.

Д
ез

ок
си

ри
бо

ну
кл

еи
на

т-
5'-

ол
иг

он
ук

­
ле

от
ид

ог
ид

ро
ла

зы
 (фе

рм
ен

ты
 ре

ст
ри

к­
ци

и)
 — 

3.
1.

4.
Х

.

1. Эндонукле­
азы RK, RB 
E. coli K и B 

[359, 343, 
442, 5641

Нативные, 
чужерод­
ные немо­
дифициро­
рованные 
ДНК

Эндонуклео­
литический

Двуспи­
ральные 
высоко­

молеку­
лярные 
фрагмен­
ты ДНК с 
5'-ФМЭ 
группой

"Узнают" 
специфи­
ческие 
немодифи­
цирован­
ные пос­
ледова­
тельнос­
ти ДНК. 
Двуспи­
ральным 
разрывам 
предшест­
вуют одно­
спиральные

7,2-
8,0

АТФ, 
САМ, 
Mg2+ 
(аб­
солют­
ная 
пот­
реб­
ность)

—

2. Эндонук­
леаза R 
H. influ­
enzae 

[469, 299, 
207]

Нативные, 
чужерод­
ные, немоди­
фицирован­
ные ДНК

Эндонукле­
олитичес­
кий

13 дву­
спираль­
ных фраг­
ментов из 
ДНК фага 

ΦX174 с 
5'-ФМЭ 
группой

"Узнает" 
специфичес­
кие последо­
вательности, 
расщепляет 
0,1% ФДЭ 
связей в ДНК

— Mg2+ —
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

3. Эндонук­
леаза Z
H. aegyp­
tius

[360]

Натив­
ные чу­
жерод­
ные не­
модифи­
цирован­
ные ДНК.

Эндонукле­
олитический

11 двуспи­
ральных 
Фрагментов 
из ДНК фа­
га., ΦX174 
с 5'-ФМЭ 
группой

"Узнает" 
специфи­
ческие 
последо­
ватель­
ности ДНК

— Mg2+ —
II

I.
Д

ез
ок

си
ри

бо
ну

кл
еи

на
т-

5'-
ол

иг
он

ук
ле

от
ид

ог
ид

ро
ла

зы
 (АТ

Ф
-

за
ви

си
мы

е)
 — 

3.
1.

4.
X

.

1. АТФ-за­
висимая 
дезоксири­
бонукле­
аза Micr. 
lysodeik­
ticus 
[138, 139, 
507, 271, 
272]

Натив­
ная ДНК

Экзонукле­
олитиче­
кий; сту­
пенчатое 
отщепление 
олигонукле­
отидов от 
концов це­
пи ДНК; "про­
цессивный" 
механизм

Олигонук­
леотиды с 
5'-ФМЭ груп­
пой

Абсолют­
ная пот­
ребность 
в АТФ или 
других 
нуклеозид­
трифосфа­
тах: АТФ 
превращает­
ся в АДФ и 
Фн

8,6­
9,1

АТФ, 
(дНТФ,

Mп2+,
Mn2+

ПГОМБ

2. АТФ-за­
висимая де­
зоксирибо­
нуклеаза 
Myc. smegma­
tis 
[542-548]

Натив­
ная 
ДНК

Экзонукле­
олитичес­
кий; сту­
пенчатое 
отщепление 
коротких 
олигонукле­
отидов от 
конца цепи

Ди-, три-, 
тетра- и 
олигонук­
леотиды 
с 5'-ФМЭ 
группой

Три моле­
кулы АТФ 
необходи­
мы для 
гидроли­
за одной 
ФДЭ связи

8,5

АТФ, 
(дАТФ), 
(АДФ), 
(УДФ) 

и 
Mg2+

Me2+ 
кро­
ме Mg2+
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3. АТФ-зави­
симая дезок­
сирибонукле­
аза E. coli 
[400, 158, 
159, 238, 

239J

Натив­
ная и 
денату­
рирован­
ная ДНК

Экзонук­
леолити­
ческий; 
ступенча­
тое отщеп­
ление оли­
гонуклео­
тидов от 
концов це­
пи ДНК

Олигонук­
леотиды 
со сред­
ней дли­
ной цепи 
3, с 5'-ФМЭ 

группой

Абсолют­
ная пот­
ребность 
в АТФ. 
Более 20 
молекул 
АТФ тре­
буется 
для гид­
ролиза 
одной 
ФДЭ-свя­
зи

7,5- 
9,5

АТФ,
/дАТФ/,

Mg2+ 
(Mn2+)

—

4. АТФ-зави­
симая дезок­
сирибонукле­
аза Bac. 
subtilis 
[188, 91, 
104 , 63, 398]

Натив­
ная быс­
трее де­
натури­
рован­
ной ДНК

Экзонукле­
олитичес­
кий

— Абсолют­
ная пот­
ребность 
в АТФ

9,0- 
10,0

АТФ, 
/дАТФ/, 

Mg2+

—

5. АТФ-зави­
симая дезок­
сирибонукле­
аза Dipl. 
pneumoniae 
[526 , 527]

Натив­
ная и де­
натури­
рован­
ная ДНК

Экзонук­
леолити­
ческий; 
ступен­
чатое от­
щепление 
коротких 
олигонук­
леотидов

Короткие 
олигонук­
леотиды с 
5'-ФМЭ 
группой

Абсолют­
ная по­
требность 
в АТФ. АТФ 
превраща­
ется в 
АДФ и Фн

9,2- 
9,8

АТФ, 
/дАТФ/, 
Mg2+, 
Mn2+

—
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6. АТФ-зави­
симая дезок­
сирибонукле­
аза H. influ­
enzae 
[228, 229, 

468]

Натив­
ная ДНК 
атакует­
ся в 10 
раз быс­
трее де­
натури­
рованной

Экзо­
нукле­
олити­
ческий

Олиго­
нукле­
отиды с 5'- 
ФМЭ 
группой

Образует 
крупные фраг­
менты, кото­
рые затем 
превращают­
ся в корот­
кие олиго­
нуклеотиды. 
Кольцевые 
ДНК не ата­
кует. АТФ 
превращает­
ся в АДФ и Фн.

—
АТФ, 
Mg2+

—
IV

.
Д

ез
ок

си
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бо
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еи

на
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5'-
ол
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зы
, 
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ны
е к 

У
Ф

-о
бл

уч
ен
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й

Д
Н

К
 —

 3
.1

.4
.X

1. "УФ-спе­
цифичная" 
эндонуклеа­
за Micr. ly­
sodeikticus 
[290, 291, 
455 и др.]

УФ-облу­
ченная 
натив­
ная ДНК

Эндо­
нукле­
олити­
ческий 
"двуу­
дарный"

Полинук­
леотид­
ные цепи 
с единич­
ными одно­
цепочными 
"надры­
вами"

Специфическая 
чувствитель­
ность к нали­
чие пиримиди­
новых димеров

— Не тре­
бует

—

2. "УФ-спе­
цифичная" эк­
зонуклеаза 
Micr. lyso­
deikticus 

(литературу 
см. выше)

УФ-облу­
ченная и 
необлу­
ченная 
денатури­
рованная 
ДНК

Экзо­
нукле­
олити­
ческий

Тимино­
вые ди­
меры

Выщепление 
тиминовых 
димеров в 
местах эн­
донуклео­
литических 
"надрывов"

— Mg2+ —
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Н
К

 — 
3.

1.
4.

X

1. Эндонук­
леаза II
E. coli 
[224-227]

Алкилирован­
ная ДНК и на­
тивная ДНК 
бактериофагов

Эндонук­
леолити­
ческий, 
"двуудар­ ный"

Высоко­
полимер­
ные оли­
гонукле­
отиды

Односпи­
ральные 
разрывы 
вблизи 
алкили­
рованных 
участков

8,0- 
9,0

Mg2+ сульф­
гидриль­
ные ре­
агенты, 
ЭДТА, 
Со2+, 
Zn2+

V
I.

Д
ез

ок
си

ри
бо

ну
к­

ле
ин

ат
-5

'-о
ли

го
- 

ну
кл

ео
ти

до
ги

др
о­

ла
за

-э
кз

он
ук

ле
а-

 
за

 — 
3.

1.
4.

X

1. Экзонук­
леаза I 
E. coli

Односпираль­
ная ДНК

Экзонук­
леолити­
ческий

Моно- и 
динукле­
отиды с 
5'-ФМЭ 
группой

Гидроли­
зует все3'-ФДЭ 
связи до 
концевых 
динукле­
отидов; 
направле­
ние атаки:3'→5'

9,5 Mg2+—

1. Экзонук­
леаза II

E. coli 
[330]

Двуспираль­
ная ДНК гид­
ролизуется 
быстрее од­
носпираль­
ной

Экзонук­
леолити­
ческий; 
ступен­
чатое от­
щепление 
мононук­
леотидов 
от конца 
цепи ДНК

Нукле­
озид­
5'-моно­
фосфаты

Расщеп­
ляет все 
3'-ФДЭ 
связи. 
Атакует 
ДНК в 
направ­
лении , 
3'→5'

8,6- 
9,2 Mg2+

—
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2.Экзонукле­
аза VI 
E. coli

(306, 197, 
198]

Двуспираль­ная ДНК Экзонукле­
олитичес­
кий

Моно-гек­
сануклео­
тиды с 5'- 
ФМЭ груп­
пой

Направле­
ние ата­
ки: 5'→3'

7,4- 
9,2

Mg2+, дАТФ, (дНТФ) —

3. Экзону­
клеаза 
Micr. lyso­
deikticus 
[257, 258,

363-365]

Односпи­
ральная 
ДНК гид­
ролизует­
ся быст­
рее дву­
спираль­
ной

Экзонукле­
олитичес­
кий

Нуклеозид- 
5'-моно­
фосфаты

Направ­
ление 
атаки 3'→5'

— Mg2+ —

4. Экзонук­
леаза 
Micr. lyso­
deikticus 
(Литерату­

ру см. вы­
ше)

Двуспираль­
ная ДНК гид­
ролизуется 
быстрее од­
носпираль­
ной

Экзонук­
леолити­
ческий

Моно-три­
нуклеоти­
ды с 5'- 
ФМЭ груп­
пой

Направ­
ление 
атаки, 
5'→3'

7,5- 
9,0

Mg2+ (Mn2+),
дАТФ, 

/дНТФ/

—
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V
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4.

X

1. Экзонук­
леаза III 

E. coli 
[433, 434]

Двуспи­
ральная 
ДНК

Экзоцук­
леолити­
ческий; 
ступен­
чатое от­
щепление 
мононук­
леотидов от 3'-OH 
концов

Нуклео­
зид-5'- 
монофос­
фаты, од­
нонитча­
тые фраг­
менты 
ДНК, Фн

Отщепляет 
3'-ФМЭ груп­

пы поли­
дезоксири­
бонуклео­
тидов; не­
обходимо 
наличие 
свободных 
3'-OH групп

8,0
Mg2+ (Mn2+)

2. Экзонук­
леаза-фос­
фатаза 
Bac. subtilis 

[404]

Двуспи­
ральная 
ДНК

Экзонук­
леолити­
ческий; 
ступенча­
тое отщеп­
ление мо­
нонуклео­
тидов от 
3'-OH кон­
цов

Нуклео­
зид-5'- 
монофос­
фаты, од­
нонитча­
тые фраг­
менты ДНК, 
Фн

Отщепляет 
3'-ФМЭ груп­
пы полиде­
зоксирибо­
нуклеоти­
дов; необ­
ходимо на­
личие сво­
бодных 
3'-OH групп

— — —

3. Экзонук­
леаза Dipl.
pneumoniae 

[314]

Двуспи­
ральная 
ДНК

Экаонукле­
олитичес­
кий; сту­
пенчатое 
отщепле­
ние моно­
нуклеоти­
дов от 
3'-OH кон­
цов

Нуклео­
тид-5'- 
монофос­
фаты, од­
нонитча­
тые фраг­
менты 
ДНК, Фн

Отщепляет 
3'-ФМЭ груп­
пы полиде­
зоксирибо­
нуклеотидов; 
необходимо 
наличие 
свободных 
3'-OH групп

7,8- 
8,0

— ЭДТА, 
Zn2+
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4. Экзонук­
леаза H. 
influenzae 

[245]

Двуспи­
ральная 
ДНК

Экзонук­
леолити­
ческий; 
ступен­
чатое от­
щепление 
мононук­
леотидовот 3'-OH 
концов

Нуклеозид- 
5'-монофос­
фаты, одно­
нитчатые 
фрагменты 
ДНК, Фн

Отщепля­
ет 3'-фмэ 
группы по­
лидезоксири­
бонуклеоти­
дов; необ­
ходимо на­
личие сво­
бодных 
3'-OH групп

8,2- 
8,4

Mg2+ 
(Mn2+)

тРНК 
(высокие 
концент­
рации)

Б. Рибонуклеазы

1. Рибонук­
леаза Bac.
subtilis 
(внекле­
точная) 
[389, 445]

PHK Эндонук­
леолити­
ческий, 
внутри­
молекуляр­
ное пере­
фосфорили­
рование и 
последую­
щий гидро­
лиз

Моно- и 
олигонук­
леотиды с3'-ФМЭ 
группой

Атакует 
преиму­
щественно 
связи 
Гф-Нф и 
Аф-Нф

7,5- 
8,5

— Me2+
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2. Рибонук­
леаза Bac. 
glutinosus 
(внеклеточ­
ная) [76]

PHK Эндонукле­
олитический; 
внутримоле­
кулярное пе­
рефосфорили­
рование и 
последующий 
гидролиз

Моно- и оли­
гонуклеотиды 
с 3'-ФМЭ груп­
пой

Атакует 
преиму­
ществен­
но связи 
Гф-Нф и 
Аф-Нф

8,5- 
8,7

— —

3. Рибонук­
леаза Bac. 
intermedius 
(внеклеточ­
ная) 

[84, 85]

PHK Эндонуклео­
литический; 
внутримоле­
кулярное пе­
рефосфорили­
рование и 
последующий 
гидролиз

Моно- и оли­
гонуклеотиды 
с 3'-ФМЭ груп­
пой

Атакует 
преиму­
ществен­
но связи 
Гф-Нф и 
Аф-Нф

8,8 не 
требует

—

4. Рибонук­
леаза I 

E. coli 
[473]

РНК, 
Поли-Ц

Эндонуклео­
литический; 
внутримоле­
кулярное пе­
рефосфорили­
рование и 
последующий 
гидролиз

Моно- и оли­
гонуклеотиды с 3'-ФМЭ 

группой

Атакует 
преиму­
щественно 
связи ти­
па Аф-Нф 
и А > ф 
и Ц > ф

7,5- 
8,1

— моче­
вина
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5. Рибонук­
леаза 
Enterobac- 
ter sp. 

[335, 336]

РНК, 
Поли-Ц

Эндонукле­
олитичес­
кий; внут­
римолеку­
лярное пе­
рефосфори­
лирование 
и последу­
ющий гид­
ролиз

Олигонук­
леотиды с 
конпевыми 
3'-ЦМФ и 
3'-АМФ, а 
также 3'- 
ЦМФ и 
3'-АМФ

Атакует 
Связи 
Цф-Нф и 
Аф-Нф. 
Поли-А, 
Поли-У, 
Поли-Г — 
интактны

— — —

6. Рибонук­
леаза I Sal­
monella thi­
phimurium 

[187]

Одно­
спираль­
ная PHK

Эндонуклео­
литический, 
внутримоле­
кулярное пе­
рефосфорили­
рование и 
последующий 
гидролиз

Олигонук­
леотиды с 3'-ФМЭ груп­
пами. Н > ф 
и 3'-НМФ

Предпоч­
тительно 
гидроли­
зует по­
ли-У, мед­
ленно гид­
ролизует 
А>ф и У>ф. 
Г>фи Ц>ф 
не атакует

7,0 не 
требует

не 
обна­
руже­
но

1. Рибонук­
леаза Bac.
pumilis 

(внеклеточ­
ная) [446]

PHK Эндонукле­
олитичес­
кий, внут­
римолеку­
лярное пе­
рефосфорили­
рование и 
последующий 
гидролиз

Олигонук­
леотиды с 
3'-ФМЭ груп­
пой и 3'- 
ГМФ

Гидроли­
зует свя­
зи типа 
Гф-Нф

7,9 — Mg2+, 

Ca2+
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. 2. Рибонук­
леаза Bac.
amylozyma 
(внекле­
точная 

[4-6]

PHK Эндонук­
леолити­
ческий, 
внутри­
молеку­
лярное 
перефос­
форили­
рование 
и после­
дующий 
гидролиз

Олигонук­
леотиды с 
3'-ФМЭ груп­
пой и 

3'-ГМФ

Гидроли­
зует свя­
зи типа 
Гф-Нф

8,6 ЭДТА,
Na+

Mg2+, 
Ca2+

II
I.

Ри
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1. Рибонук­
леаза Azo­
tobacter 
agile 

[462]

РНК, 
поли­
рибо­
нукле­
отиды

Эндонук­
леолити­
ческий, 
внутри­
молеку­
лярное 
перефос­
форили­
рование

Нуклео­зид-2',3'- 
циклофос­
фаты

Гидроли­
зует все 
5'-ФДЭ 
связи, не 
гидроли­
зует нук­
леозид- 
циклофос­
фаты

7,5
— ЭДТА, 

моче­
вина

2. Рибонук­
леаза 
Bac. subti­
lis 
[556-559]

PHK Эндонук­
леолити­
ческий, 
внутримо­
лекуляр­
ное пере­
фосфорили­
рование

Нуклео­зид-2',3'- 
циклофос­
фаты

Поли-Ц и по­
ли-А гидро­
лизует быс­
трее поли-У 
и РНК; нук­
леозидцикло- 
фосфаты не 
гидролизует

5,5- 
5,7

— АТФ и 
дАТФ
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3. Рибонук­
леаза Pro­
teus mira­
bilis [185]

РНК, поли- 
рибонук­
леотиды

Эндонук­
леолити­
ческий, 
внутримо­
лекуляр­
ное пере­
фосфорили­
рование

Нуклео­
зид-2',3'- 
циклофос­
фаты

Гидролизу­
ет все 5'- 
ФДЭ связи, 
не гидроли­
зует нукле­
озид-цикло­
фосфаты

— — —
IV

.
Ри

бо
ну

кл
еи

­
на

т-
ну

кл
ео

ти
до

- 
3'-

ги
др

ол
аз

ы —
 

3.
1.

4.
X

.

1. Рибонук­
леаза IIA 
Thiobacillus 
thioparus 

[405, 406]

PHK Экзонук­
леолити­
ческий, 
прямой 
гидролиз

Моно- и 
олигонук­
леотиды с 
3'-ФМЭ 
группой

Медленнее 
других гид­
ролизует свя­
зи типа Пурф- 
Пурф. Не гид­
ролизует нук­
леозид-цикло­
фосфаты

7,0 — бром­
ацетат

1. Рибонук­
леаза II 
E. coli 

[474, 395 и 
др.]

Однонит­
чатые PHK 
и полири­
бонукле­
отиды

Экзонук­
леолити­
ческий, 
прямой 
гидролиз 
по "про­
цессивно­
му" меха­
низму

Hyклео­
зид-5'-мо- 
нофосфаты 
и тринук­
леотиды с 
5'-ФМЭ 
группой

Предпочтитель­
но гидролизует 
поли-А. Направ­
ление атаки: 
3'→5'

7,5 K+, 
Mg2+

Моче­
вина
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52 ftfbO co •

2. Рибонук­
леаза Ser- 
ratla sp.

[334]

РНК и ри- Экзонук- Нуклеозид- Предпочтитель- 7,5 
бонуклео- леолити- 3-монофос- но гидролизует
тиды ческий, фаты поли-А; поли-Г

прямой не атакует. На-
гидролиз правление атаки:

3. Рибонук- РНК и по- Экзонук- Нуклезид-
леаза П лирибонук-леолити- п-монофос- 
bactobaciiius леотиды’ ческий, фаты 
piantarum "процес-
, , сивный"
[345,230,231] механизм

Предпочтитель­
но гидролизует 
поли-А, поли-Г 
не атакует

4. Рибонук- РНК и по- Экзонук- Нуклеозид- Предпочтитель-
леаэа Мусо- лирибонук-леолити- 5-монофос- но гидролизует 
bac-c.smegmatis леотиды ческий, фаты поли-А

[436] прямой
гидролиз

5. Рибонук- Однонит- Экзонук- Нуклеозид- Предпочтитель-
леаза П Sax- чатые РНК леолити- 3-монофос- но гидролизует
moneila ty- и полири- ческий, фаты Поли-А
phinrarium бонуклео- прямой

[424J тиды гидролиз

Рибонук- РНК в 
леаза Н РНК-ДНК

Е. coll гибриде
[362, 261, 160]

Эндонук- Олигонук- 
леолити- леодитиды 
ческий с 5-ФМЭ 

группой

Mg2*
Мпё+ Ре**
Са2*

8,6 л ЭДТА
WH*

Na*  - 
Mg2*

7,0- 
8’0

к* -
Mg2*

g’o” суйьф-
’ гид- Nacl

риль- 
ные
агенты

(0,3-
О,5М)
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В. Нуклеазы
I. Р

иб
он

ук
ле

ин
ат

 (де
зо
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ир

иб
он
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ле
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ат

)-
5'-

ну
кл

ео
ти

до
-г

ид
ро

ла
зы

 — 
3.

1.
4.

9
1. Нуклеаза
Ser. marces­cens 
(внеклеточ­
ная) [73, 83, 
381]

Нативная 
и денату­
рирован­
ная ДНК, 
PHK

Эндонук­
леолити­
ческий

Олигонук­
леотиды с 
5'-ФМЭ 
группой

Некоторое 
предпочте­
ние к свя­
зям типа 
дф Пур-фПур

8,3- 
8,5 Mg2+

(Mn2+)
ЭДТА

2. Нуклеа­
за Azoto­
bacter 
agile [4791

ДНК, 
PHK

Эндонук­
леолити­
ческий

Олигонук­
леотиды с 
5'-ФМЭ 
группой

Гидролизу­
ет преиму­
щественно 
поли-А, по­
ли-Г не ата­
кует; наибо­
лее чувстви­
тельны связи 
типа фН-фА

— — —

3. Нуклеа­
за Д Str. 
haemolyti­

cus 
[532-534]

Нативная 
и денату­
рирован­
ная ДНК 
и PHK

Эндонук­
леолити­
ческий

Олигонук­
леотиды 
со сред­
ней дли­
ной цепи 
2,7 нукле­
отидов с 
5'- ФМЭ 
группой

Некоторое 
предпочте­
ние к свя­
зям типа 
фН-фА

6,0- 
7,0

Mg2+, 
Ca2+

ЭДТА, 
цитрат
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4. Нукле­
аза B

Str. haemo­
lyticus 
(внекле­
точная)

Нативная 
и денату­
рирован­
ная ДНК и 

PHK

Эндонук­
леолити­
ческий

Олигонук­
леотиды с 
5'-ФМЭ груп­
пой

Предпочтение 
к связки фН-фГ

8,0- 
9,0 Са2+

ЭДТА, 
цитрат

II
.Д

ез
ок

си
ри

­
бо

ну
кл

еи
на

т
(р

иб
он

ук
ле

и­
на

 т)
-3

'-н
ук

­
ле

от
ид

ог
ид

ро
­

ла
за

 —
 3.

1.
4.

7 Нуклеаза 
Micr. pyo­
genes 
(внекле­
точная) 
(491 и др.]

Денатури­
рованная 
ДНК, РНК, 
нативная 

ДНК

Эндонук­
леолити­
ческий

Нуклеозид- 
3'-монофос­
фаты и ди­
нуклеотиды

Предпочтение 
к связям 
дНф-Тф и 
дНф-Аф

9,2- 
16,3

Ca2+ Hg2+,
Zn2+, 
Ca2+

II
I.

Ри
бо

ну
кл

еи
на

т (д
ез

ок
­

си
ри

бо
ну

кл
еи

на
т)

-3
'-н

ук
ле

­
от

ид
ог

ид
ро

ла
за

 — 
3.

1.
4.

7 1. 3'-экзо­
нуклеаза 
Bac. sub­
(

/внекле­
точная) 
[375, 301, 
302, 437]

Денатури­
рованная 
ДНК, РНК, 
нативная 

ДНК

Экзонук­
леолити­
ческий, 
"прогрес­
сивный" 
механизм 
атаки

Нуклеозид- 
3'-монофос­
фаты

Гидролизует 

все 5'-ФДЭ связи; дена­
турированную 
ДНК гидроли­
зует от 5'-кон­
ца, нативную — 
от 3'-конца

8,5- 
9,5

Ca2+ ЭДТА

2. 3'-экзо­
нуклеаза 
L. acido­
phylus 
[220, 221, 

222]

Рибо- и 
дезокси­
олиго­
нуклео­
тиды

Экзонук­
леолити­
ческий

Нуклеозид- 
3'-монофос­
фаты

Гидролизует 
все 3'-ФДЭ 
связи; направ­
ление атаки:5'---- 3'

Разные 
значения 
pH при 
гидролизе 
разных 
субстратов—

—
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1.

4.
1.

1. 5'-экзонук-
леаэа Micr. 
sodonensis 
(внеклеточ­
ная) [168-171]

Нативная 
и денату­
рированная 
ДНК, РНК, 
полинукле­
отиды

Экзонук­
леолити­
ческий

Фн, нук­
леозиды

Гидролизу­
ет все 3'- 
ФДЭ и 5'- 
ФМЭ связи, 
начало ата­
ки 3'-OH ко­
нец. Не ата­
кует поли­
нуклеотиды 
с 3'-ф кон­
цевой груп­
пой

8,8 Mg2+, 
(Mn2+), 
(Ca2+)

Высокие 
концен­
трации 

Me2+

2. 5'-экзонук­
леаза Thioba­
cillus thiopa­
rus [96]

ДНК, РНК, 
поли­

нуклеоти­
ды и биспа­
ранитрофе­
нилфосфат

Экзонук­
леолити­
ческий

Нукле­
озид-5'- 
моно­
фосфаты

Гидролизу­
ет все 3'- 
ФДЭ связи

9,0 Mn2+ Zn2+

3. 5'-экзонук­
леаза Lacto­
bacillus aci­
dophylus [448]

ДНК, PHK 
полинукле­
отиды, па- 
ранитрофе­
нил-5'-тими­
динфосфат

Экзонук­
леолити­
ческий

Нукле- 
озид-5'- 
монофос­
фаты

Гидролизу­
ет все 3'- 
ФДЭ связи. 
Пурин-ди­
нуклеоти­
ды гидроли­
зуют быст­
рее пирими­
дин-динукле­
отидов

8,0 Mg2+ —



II. НУКЛЕОДЕПОЛИМЕРАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ
САПРОФИТНЫХ БАКТЕРИЙ

1. Методы определения нуклеодеполимеразной
активности. Особенности исследования нуклеаз 

бактерий

Общие указания по отдельным методам определения ДНКазной 
и РНКазной активности и обсуждение возможностей и ограничений 
этих методов можно найти в ряде обзорных и методических работ 
[453, 311, 284, 32, 129, 118]. Тем не менее мы считали необхо­
димым провести анализ методов определения активности фермен - 
тов, отличающихся друг от друга каталитическими свойствами.Ин­
тересным представлялось изучить, насколько широко используют­
ся отдельные методы, каковы их модификации и в каких случаях 
необходимо использовать особо чувствительные, специфические 
способы определения нуклеодеполиыеразной активности. Своей за­
дачей мы поставили также обсуждение особенностей определения 
нуклеодеполимеразной активности бактерий. Мы стремились по 
возможности избежать обсуждения тех методических вопросов, ко­
торые достаточно полно освещены в литературе.

В обзорной работе Курника [ЗП] методы анализа нуклеоде­
полимеразной активности в зависимости от принципа, положенно­
го в основу определения, объединены в следующие группы.

Методы, основанные на определении освобождающихся в хо­
де реакции ионов водорода, так называемые титриметрические 
методы [284]. Ограниченность этих методов заключается в том, 
что они применимы только для нуклеодеполимераз, гидролизующих 
НК при щелочных и нейтральных значениях pH. Анализ литератур­
ных источников показывает, что титриметрические методы для оп-
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ределения нуклеазной активности применяются сравнительно ред­
ко. Они используются при изучении кинетики ферментативных ре­
акций .

Методы, основанные на учете изменения молекулярного ве­
са, коэффициента седиментации и других физико-химических 
свойств нуклеиновых кислот. В некоторых специфических случаях, 
в частности, для регистрации единичных разрывов полимерной це­
пи НК, методы седиментационного анализа незаменимы. Они ис­
пользуются разными авторами для определения активности таких 
ферментов, как, например, нуклеаза Вас. subtilis [559], произво­
дящая ограниченное число разрывов, которые приводят к незна­
чительному снижению молекулярного веса. Этот хе метод ис­
пользуется для анализа активности ДНКаз Mier, lysodeikticus, 
Е. coll, специфичных к модифицированным УФ-облучением и мети­
лирующими агентами ДНК [482, 486, 227, 455 и др.]. Недавно Мукай 
с соавторами [371] предложил для определения эндонуклеазной ак­
тивности высокочувствительный метод с использованием кольце - 
вых ДНК как субстратов. Метод основан на том, что замкнутые 
кольцевые ДНК денатурируются медленнее,чем кольцевые ДНК, име­
ющие хотя бы один надрыв. Денатурированные и неденатурирован- 
ные ДНК разделяются с помощью нитроцеллюлозных мембранных 
фильтров.

Более распространен способ определения ДНКазной активно­
сти по изменению вязкости растворов ДНК. Ограниченность мето­
да состоит в том, что в качестве субстрата может быть исполь­
зована только высокополимерная, нативная ДНК, образующая ра­
створы с высокой вязкостью. Способ предложен Ласковским и 
Зейдель [320]. Основан на быстром снижении вязкости раство­
ров ДНК при изменении ее полимерности. Метод высокочувствите­
лен особенно для ДНКаз, обладающих "одноударным" механизмом 
атаки, поскольку разрушение небольшого числа ФДЭ-связей ве­
дет к резкому снижению вязкости. С помощью вискозиметрии, на­
ряду с седиментационным анализом, можно регистрировать единич­
ные разрывы полимерной цепи ДНК.

Следует отметить, что этот метод применим для выявления 
только эндонуклеолитической активности, поскольку расщепление 
макромолекулярной цепи ДНК в нескольких местах внутри цепи
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приводит к быстрому уменьшение полимерности цепи и вследствие 
этого к снижению вязкости растворов ДНК. Падение вязкости ра­
створа ДНК почти до вязкости растворителя наступает на первых 
этапах эндонуклеолитической атаки, когда продукты гидролиза 
ДНК имеют сравнительно высокий молекулярный вес, и, хотя утра­
тили вязкость, не потеряли способности осаждаться в растворах 
кислот. Вследствие этого, к моменту заметного снижения вязко­
сти ДНК в гидролизате имеется незначительное количество кис - 
лоторастворимых нуклеотидов (рис. IA). Напротив, ступенчатое 
отщепление мононуклеотидов или коротких олигонуклеотидов от 
конца полимерной цепи приводит к заметному уменьшению моле - 
кулярного веса и, следовательно, вязкости раствора ДНК только 
тогда, когда пройдет довольно глубокий гидролиз. Таким обра - 
зом, начальные этапы экзонуклеолитической реакции не могут 
быть учтены вискозиметрически. Как показано на рис. I Б, в
этом случае медленное снижение вязкости растворов ДНК сопро - 
вождается быстрым накоплением кислоторастворимых олигонуклео­
тидов.

Для визкозиметрических анализов мы используем в качестве 
субстрата ДНК тимуса телят с молекулярным весом 5-10x10^. В 
состав реакционной смеси общим объемом I мл входит I мг ДНК, 
SxIO-2M трис-HCI буфера (pH оптимальный для действия исследу­
емой ДНКазы), SxIO-3M Mg2+ или другого активатора. 0,1 мл ра­
створа фермента добавляется после предварительной инкубации 
реакционной смеси в течение 30 мин. в водяной бане при 37° С. 
Замеры времени истечения начинаются тотчас же после добавле - 
ния фермента и производятся с интервалами S-IO мин. в тече­
ние 30 мин. Ферментный раствор разводится из такого расчета, 
чтобы время снижения вязкости раствора ДНК до вязкости раст - 
ворителя составило 20 - 30 мин. Расчет активности производит­
ся по модифицированной Бенингом [32] формуле Ласковского и 
Зейдель [320] :

где, а — активность фермента, 
Kt — логарифмическая константа скорости падения вяз­

кости для каждого замера,
- 43 -



Рис. 1.
Изменение относительной вязкости (η/η0) и коли­
чества продуктов гидролиза, растворимых в 2% хлор­
ной кислоте (А260), при воздействии на нативную 
ДНК: (А) панкреатической ДНКазы - эндонуклеазы, 

(Б) экзонуклеазы Micr. sodonensis [157].



fs - время истечения реакционной смеси сразу после 
добавления фермента,

fo - время истечения растворителя,
- время истечения реакционней смеси через t мин. 

после начала реакции,
п - количество вычисленных коэффициентовА рав­

ное!, принято за единицу активности (виск. ед.).
Пользуясь этим методом, необходимо учитывать, что сни - 

жение вязкости ДНК зависит не столько от количества произве­
денных ферментом разрывов, сколько от их распределения. Кроме 
того, снижение вязкости отражает лишь начальный этап реакции. 
Поэтому, строго говоря, этот метод следует признать удобным 
лишь для сравнительного анализа ДНКазной активности. Однако, 
в силу его высокой чувствительности, а также простоты он не­
заменим для массовых анализов и особенно для выявления ДНКаз 
с низкой активностью.

Методы , основанные на изменении биологической активно­
сти ДНК при воздействии на нее ДНКазой, предусматривают ис­
пользование в качестве субстрата бактериальных ДНК, обладаю­
щих, в частности, трансформирующей активностью. Для массо - 
вых исследований эти методы не применяются из-за их трудоем­
кости и малой доступности субстрата. Они используются в спе­
циальных случаях как высокочувствительные методы. В частно - 
сти, по уменьшению трансформирующей активности ДНК Вас. sub- 
tiiis была обнаружена специфичная к УФ-облученной ДНК фер - 

ментативная активность в бесклеточных экстрактах Mier, lyso- 
deikticus [482] и специфичная к модифицированной MMS ДНК - 
в экстрактах Вас. subtilis [483] . РНКазная активность в 
отдельных случаях тоже определяется по инактивации биологи - 
чески активных РНК, когда другими, более грубыми методами 
эта активность не выявляется.

Методы, основанные на способности нуклеиновых кислот 
при нарушении их вторичной структуры вследствие температур - 
ной обработки или как результат расщепления ФДЭ связей уве - 
личивать оптическое поглощение при 260 нм и понижать при. 
300 нм. Наиболее распространен метод Кунитца [309], по 
которому в термостатированных кюветах спектрофотометра реги­
стрируют изменение A2gg в процессе ферментативного гидроли­
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за НК. Использование этого метода для определения активности 
ДНКаз ограничено его малой чувствительностью, ибо нарушение 
водородных связей наступает только после расцепления значи­
тельного количества ФДЭ связей, особенно, если ферменты име­
ют "одноударный" механизм атаки. При воздействии на ДНК раз­
ными ДНКазами оптическая плотность повыиается не более, чем 
на 20 -30%.

При использовании в качестве субстратов уридин-2-З-и ци- 
тидин-2-^-циклофосфатов регистрируют увеличение экстинкции 
при 286 и 284 нм соответственно [191] . Этот способ приме - 
няется рядом отечественных и зарубежных исследователей для 
определения РНКазной активности в том случае, если исследуе­
мая РНКаза обладает способностью гидролизовать пиримидин-цик- 
лофосфаты.

Методы, основанные на способности высокополимерных ну­
клеиновых кислот и полинуклеотидов осаждаться в растворах ки­
слот, спиртов и других осадителей. В супернатанте остаются 
мелкие обломки НК. В зависимости от природы осадителя в рас­
творе оказываются полинуклеотиды разной степени полимерности. 
Так, раствор уранилацетата в ТКУ или НСЮ4 осаждает крупные 
олигонуклеотиды, оставляя в растворе моно- пентануклеотиды, 
2 - 4%-ные растворы НСЮ^ оставляют в растворе от моно- до 
нано- и более полимерные олигонуклеотиды [349, 143 , 289 и др.] 
В наших исследованиях в качестве осадителей используются 2%- 
ный раствор HCIO4. или 0,1% раствор уранил-ацетата в 2-х или 
4-х %—ной НС104.

Кроме наиболее распространенного, спектрофотометричес - 
кого метода определения кислоторастворимых продуктов по ве - 
личине поглоцения в УФ-области, их количество можно учиты - 
вать по содержанию рибозы или дезоксирибозы, а также по со­
держанию фосфора. Наиболее чувствителен метод учета продук - 
тов гидролиза по количеству Р32 в гидролизате, когда в каче­
стве субстрата используются меченые по Р ДНК или РНК [143, 
250, 181 и др.].

Одной из модификаций указанного выше способа определе - 
ния активности нуклеаз является метод кислотной преципитации 
в агаре, предложенный Джеффрисом с сотрудниками [281] для
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определения нуклеазной активности бактерий. На чашку Петри с 
агаризованной питательной средой, содержащей ДНК или РНК 
(2 мг/мл), коротким штрихом засевают бактериальную культуру. 
После инкубации чашек с посевами в термостате в течение су­
ток их заливают I М раствором нет.. По всей массе агара обра­
зуется непрозрачный белый преципитат негидролизованных нук­
леиновых кислот. Вокруг колоний бактерий, секретирующих нук- 
леодеполимеразы, образуются прозрачные зоны кислотораствори­
мых продуктов гидролиза. За единицу активности принимают ве­
личину зоны в I мм. Метод рассматривается как полуколичест - 
венный, но чрезвычайно удобный для массовых анализов способ­
ности бактерий секретировать ДНКазы и РНКазы, и используется 
для этих целей многими исследователями. Применяется также мо­
дифицированный метод Джеффриса [64].

Следует учитывать ряд ограничений методов, основанных 
на кислотной преципитации нуклеиновых кислот. В случае эндо­
нуклеолитического действия кислоторастворимые нуклеотиды на­
капливаются медленнее, после некоторого инкубационного пери­
ода. Полное превращение субстрата в кислоторастворимые нук­
леотиды не является окончанием реакции вообще, так как может 
продолжаться их дальнейшая деполимеризация. Использование ки­
слотных осадителей ограничено еще и тем, что сама кислота вы­
зывает расщепление НК, поэтому необходимо в целях предотвра­
щения этого все операции, включая центрифугирование, прово­
дить на холоду.

Ряд исследователей предлагает использовать нейтральные, 
осадители, имеющие преимущества перед кислотными, например, 
Ва(0104)2 в смеси с 2-этоксиэтанолом [219] , 0,01 М Mg И 2 в 
50%-ном этаноле [426] и другие.

Следует особо остановиться на методах, которые исполь - 
зуются в том случае, когда субстратами являются не высокопо- 
лимерные нуклеиновые кислоты, а их модифицированные низкомо­
лекулярные производные, либо синтетические субстраты. Для 
ферментов экзонуклеолитического типа действия, способных гид­
ролизовать короткие фрагменты, используются в качестве суб­
стратов хромогенные фосфодиэфиры типа натриевой или кальци­
евой соли бис-(паранитрофенил)-фосфата. В экспериментальных 
работах последних лет используются пара-нитрифениловые эфиры 
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5-НМФ и £-НМФ. Исчерпывающие сведения об использовании модель­
ных субстратов для изучения нуклеаз даны в обзоре Татарской 
СП8]. При использовании в качестве субстратов нуклеозид-цик- 
лофосфатов, динуклеотидов и других кислоторастворимых нуклео­
тидов применяют, как правило, бумажную и реже колоночную хро­
матографию для отделения субстрата от продуктов гидролиза,.

Необходимо учитывать, что при определении нуклеодеполиме- 
разной активности микроорганизмов обычно создают стандартные 
условия культивирования и определения ферментативной активнос­
ти. Вследствие этого, независимо от точности использованного 
метода, результаты должны рассматриваться как относительные, с 
поправкой на возможные изменения в случае приближения условий 
культивирования микроорганизмов и определения активности фер­
ментов к оптимальным.

2. Способность сапрофитных бактерий разных
таксономических групп секретировать

нуклеодеполимеразы

Работы по определению способности бактерий разжижать гели 
нуклеиновых кислот были начаты еще в 1890-1937 гг. [213, 411, 
209, 481, 349, 461 ]. Однако серьезное изучение нуклеаз мик­
роорганизмов началось после 1948 года, когда в исследовании 
нуклеиновых кислот были достигнуты значительные успехи.

В 1957 г. Джеффрисом с соавторами f 2811 был предложен 
быстрый метод определения нуклбодеполимеразной активности бак­
терий - вышеописанный метод кислотной преципитации в агаре. 
Пользуярь этим методом, сами авторы и другие ученые обследова­
ли способность секретировать нуклеодеполимеразы почти всех ос­
новных видов бактерий.

Остановимся на работах, в которых приводятся результаты 
обследования большого числа видов.

Джеффрис с соавторами [281] обследовал наличие внеклеточ­
ных нуклеаз у различных видов бактерий из сем. Bacillaceae, 
Bacteriaceae, Соссасеае и др. Активные виды были обнаружены 
среди сем. Bacillaceae, Bacteriaceae (род Serratia И род 
Achromobacter), сем. Соссасеае (род Streptococcus ). Не обла­

дали нуклеодеполимеразной активностью многие виды рода Flavo- 
bacterium и рода Micrococcus (сапрофитные формы).



Среди советских ученых ранее других начали заниматься изу­
чением нуклеаз бактерий сотрудники лаборатории микробиологии 
Казанского университета под руководством профессора М.И. Беляе­
вой. В статьях, опубликованных с 1958 г. [27] и по настоящее
время [26, 28, 112, 132, 69, 133, 134], содержится материал 
обследования более 700 штаммов, IOO видов из пяти основных се­
мейств бактерий: Coccaceae, Baeteriaceae, Baeillaeeae, 
Pseudonionadaceae, ^ycobacteriaceae.
Полученные нами данные о нуклеодеполимеразной активности 210 
штаммов 82 видов указанных выше семейств сапрофитных бактерий 
обобщены в таблице 2. Кроме определения полуколичественным ме­
тодом Джеффриса (графы 4 и 6 в таблице), ДНКазная активность 
(при pH 8,0) определена вискозиметрически [320] , РНКазная(при 
pH 8,0 и 5,0)-по продуктам гидролиза,растворимым в уранилаце­
тате с HCIOz. [143].

Таблица 2
Нуклеазная активность бактерий

№ Виды бактерий
количе­
ство об­
следован­
ных штам­
мов

ДНКаза РНКаза
зоны, 

мм
виск. 
ед.

зоны, 
мм pH 8,0 pH 

5,0
сп. ед.

1 2 3 4 5 6 7 8
Семейство Coccaceae

1 Sarcina flava 4 0-6 2-13 0-3 0-14 0
2 Sarcina subflava 3 0-5 0-10 0 0 0
3 Sarcina lutea 3 5-8 5-11 0-4 0-29 0-5
4 Sarcina aurantiaca 1 0 0 0 2 0
5 Micr. agilis 1 5 24 0 5 0
6 Micr. albus 3 0 0 0 0 0
7 Micr. aurantiacus 1 0 1 0 0 0
8 Micr. candidus 1 5 9 2 8 0
9 Micr. candidus 

epidermidis 2 0 0 0-3 0-5 0
10 Micr. chlorinus 

tetracoccus 2 0-1 1-2 0 0 0
11 Micr. cinnabareus 1 0 0 0 0 0
12 Micr. citreus 1 0 0 0 0 0
13 Micr. subcitreus 3 0-3 0-4 0 0 0
14 Micr. galbanatus 1 0 0 0 0 0
15 Micr. lysodeik­

ticus
1 0 0 0 0 0
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1 2 3 4 5 6 7 8

16 Micr. radiatus 1 0 2 0 0 0
17 Micr. roseus 2 3 7 3-4 0-9 0
18 Micr. carneus 2 0 0 0 0 0
19 Micr. rubefaciens 2 0-1 2-6 0-6 28-40 0
20 Micr. sulfureus 2 1-2 4-5 1-3 12-29 0-13

Семейство Bacteriaceae

1 Ser. marcescens 9 2-8 153- 
1090

2-8 10- 
177

0-13

2 Chromobacterium 
aurantiacum 1 3 12 3 16 0

3 Chromobacterium 
denitrificans 2 2 12-28 0-2 0-30 0

4 Chromobacterium 
rubefaciens 1 2 3 6 92 0

5 Bact. agile 3 0-1 8-9 0 1-25 0
6 Bact. liquefaciens 1 0 14 2 17 0
7 Bact. nitrificans 1 0 2 0 0 —
8 Escherichia coli 5 0 0 0 0 0

Семейство Pseudomonadaceae

1 Ps. fluorescens 18 0-5 0-10 0-3 0-50 0-28
2 Ps. pyocianea 3 4 4-14 0-3 5-12 0
3 Ps. myxogenes 1 0 0 0 0 0
4 Ps. striata 1 2 4 1 0 0
5 Ps. nonliquefaciens 2 1-3 12-13 3 4 0
6 Ps. liquefaciens 5 0-2 0-9 0-2 0-92 0-18
7 Ps. boreopolis 1 0 1 0 0 0
8 Ps. aurantiaca 1 0 5 0 0 0
9 Ps. sinuosa 1 2 9 0 5 16

10 Ps. denitrificans 4 0-4 2-12 0-6 0-98 0-17
11 Ps. xanthe 1 0 0 0 0 0
12 Ps. caudatus 2 0 0-1 0 2-3 0

13 Ps. desmolyticum 1 0 0 0 33 13
14 Ps. gracilis 5 0-1 0-16 2-4 20-40 5-26
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1 2 3 4 5 6 7 8

15 Ps. radiobacter 1 0 11 1 15 0
16 Ps. aeruginosa 1 3 9 0 0 0

17 Ps. sp. 6 0 0 0 0 0

Семейство Baclllaceae

1 Bac. subtilis 9 1-5 0-84 1-5 40-269 20-134
2 Bac. mesentericus 14 1-5 5-59 1-6 10-268 2-110

3 Bac. pumilis 1 5 42 2 96 25
4 Bac. solaniperda 1 2 0 4 73 18

5 Bac. idosus 3 1-3 0-48 2-6 10-103 0-51
6 Bac. mycoides 7 0-2 5-32 1-4 10-97 0-14

7 Bac. filaris 3 0-1 0-8 0-5 0-4 0

8 Bac. cereus 8 0-5 1-12 3-7 10-58 0-37
9 Bac. adhaerens 4 0-1 0-18 4-5 25-46 0

10 Bac. glutinosus 6 0-2 4-9 0-7 2-137 0-19
11 Bac. megaterium 5 0-3 4-15 2-5 10-170 0-40

12 Bac. trifanti 1 1 30 5 48 7
13 Bac. amylozyma 1 0 5 3 110 0
14 Bac. natans 1 4 17 4 19 49
15 Bac. vitreus 2 0-3 0 6-7 53-55 19-28
16 Bac. cystifomis 1 2 0 3 28 0

17 Bac. coagulans 2 0 27-30 2-3 128-146 6-13
18 Bac. oligonitro­

philus 1 2 0 2 10 7
19 Bac. quercifolius 2 0-3 15-18 4-6 111-170 9-16
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1 2 3 4 5 6 7 8

20 Bac. lignorum 1 0 41 5 92 0

21 Bac. vesicae 1 0 30 5 80 0

22 Bac. intermedius 1 1 10 8 303 40

23 Bac. alvei 2 0-1 10-15 0-2 0-74 0-2

24 Bac. terminalis 2 2 4-9 6-8 123-190 42-81

25 Bac. subterminalis 1 2 12 5 213 5

26 Bac. brevis 1 4 5 1 0 0

27 Bac. circulans 2 0 2-3 0-2 15-19 0-6

28 Bac. tritus 1 0 0 3 7 9

29 Bac. asterosporus 2 2 17-20 5-6 149-223 19-27

30 Bac. flavidus 1 0 6 0 0 0

31 Bac. dendrolimis 1 2 5 4 3 0

32 Bac. polymyxa 2 0 10-13 0-2 0-20 0-15

33 Bac. macerans 1 0 11 0 35 32

34 Bac. pseudoteta­

nicus 1 1 24 2 22 22

Семейство Mycobacteriaceae

1 Mycobacterium 

lacticalum 1 0 0 0 32 24

2 Mycobacterium sp. 6 0 0 0-1 0-35 0-21
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Согласно данным, представленным в таблице 2'Способностью 
секретировать нуклеодеполимеразы обладают многие бактерии. Наи­
более активными продуцентами, особенно РНКаз, являются споро­
вые бактерии и отдельные виды сем. Bacteriaceae. Представите­
ли сем. Pseudomonadaceae, Mycobacteriaceae, а также сапро - 
фитные кокковые формы обладают низкой нуклеодеполимеразной ак­
тивностью. Представители разных видов одного и того же семей - 
ства и даже разных штаммов одного вида значительно различаются 
по степени нуклеодеполимеразной активности.

Результаты исследования с помощью чашечного метода Джеф - 
Фриса [281] ДНКазной активности 60 штаммов 133 видов из 14 се­
мейств сапрофитных и патогенных бактерий представлены в 1963 
году Вагнером [529]. Из них сапрофитные бактерии включали бо­
лее 400 штаммов 70 видов следующих шести семейств: Соссасеае , 
Pseudomonadaceae, Bacteriaceae, Enterobacteriaceae, Bacil- 
laceae, Mycobacteriaceae. Автор отмечает, что наиболее ак— 
тивными продуцентами ДНКаз являются споровые бактерии. Некото­
рые штаммы таких ВИДОВ, как Вас. adhaerens , Вас. polymyxa, 
Вас. megaterium, Вас. mesentericus И Aerobacter aerogenes 

могут быть использованы для препаративного получения ДНКаз.
Накао с соавторами в 1963- г.[376]предпринял поиски среди 

бактерий активных продуцентов экзонуклеаз, гидролизующих ДНК и 
РНК с образованием 5-мононуклеотидов. Обследовав более 95 штам­
мов бактерий, в основном из сем. BacillaceaeИ Pseudomonadaceae, 
авторы установили, что бактерии 25 видов являются активными 
продуцентами РНКаз-трансфераз (циклизующих) и только три вида: 
Вас. brevis, Вас. subtUis и Ps. aeruginosa продуцируют эк - 
зонуклеазы, гидролизующие нуклеиновые кислоты с образованием 
5-мононуклеотидбв.

Большое число видов сем. Pseudomonadaceae было оболедо - 
вано на наличие внеклеточных нуклеодеполимераз разными автора­
ми. Из 90 видов сапрофитных и патогенных бактерий этого семей­
ства незначительная нуклеодеполимеразная активность обнаружена 
у 18 видов, таких как Ps. fluoresceins, Ps. denitrificans, Ps. 
pyocyanea , ps. turcosa, Ps. aeruginosa и у бактерий роДа 
Aeromonas [246 , 487 , 377 , 529, 133, 134 и др.].

Более чем у 50 видов бактерий сем. Enterobacteriaceae так­
же определена способность секретировать нуклеодеполимеразы. По
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данным ряда авторов, энтеробактерии не продуцируют внеклеточ­
ные ДНКазы и РНКазы. Исключение составляют бактерии рода Ser- 
ratia, большинство видов которого обладает высокой нуклеоде- 
полимеразной активностью [529, 152, 69, 441, 517, 137, 555, 
524, 134 и др.]. Сотрудники института Микробиологии АН Украин­
ской ССР обследовали с помощью метода Джеффриса [281]. 914
штаммов 118 видов сапрофитных бактерий из сем. Bacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Bacillaceae, Mycobacteriaceae [lOI - ЮЗ]. 

В этих работах подтвердились выводы, сделанные ранее другими 
авторами относительно способности бактерий разных семейств 
продуцировать активные нуклеодеполимеразы. Наиболее активными 
продуцентами нуклеодеполимераз являются споровые палочки и в 
особенности Вас. cereus, Вас. brevis, Вас. circulans , Вас.
glutinosus, Вас. megaterium, Вас. mesentericus (обследова­

но 144 штамма, все они секретируют РНКазу и 19 из них - ДНК­
азу), Вас. mycoides, Вас. subtilis (обследовано 106 штаммов, 
все секретируют РНКазу и 42 штамма - ДНКазу). Среди многочис­
ленных представителей сем. Pseudomonadaceae авторы нашли толь­
ко два вида, имеющих нуклеодеполимеразную активность: Ps. tur- 
cosa и Ps. liqida. He обнаружена способность продуцировать 

внеклеточные нуклеодеполимеразы у бактерий сем. Enterobacte- 
riaceae, Mycobacteriaceaeи у бактерий сем. Bacteriaceae ро­

да Chromobacterium.
Разин с соавторами [425 ] обследовал шесть видов бактерий 

из сем. Mycoplasmataceae. Все обследованные представители 
этого семейства обладали ДНКазной и РНКазной активностями.

Недавно был обнаружен весьма своеобразный фермент в куль­
туральной жидкости Вас. sp.- рибонуклеаза, расщепляющая РНК 
с образованием 5-мононуклеотидов, которые дефосфорилируются 
этим же ферментом. 5-нуклеотидаза и РНКаза не разделяются при 
электрофорезе в ПААГ и при центрифугировании в градиенте плот­
ности сахарозы. Эта рибонуклеаза появляется при культивирова­
нии бактерий на среде с РНК в качестве единственного источни­
ка фосфора. Фермент расщепляет полимеры от 3-гидроксильного 
конца экзонуклеолитически. В отличие от большинства внеклеточ­
ных РНКаз, этот фермент имеет высокий молекулярный вес 
100000 [280].

- 54 -



Анализируя литературные данные и результаты собственных 
исследований, можно сделать следующее заключение.

Способность секретировать нуклеодеполимеразы широко рас­
пространена среди сапрофитных форм бактерий разных видов и не 
является свойством какой-либо определенной таксономической 
группы. Однако в отдельных случаях тому или иному виду и даже 
роду бактерий в целом может быть свойственна способность сек­
ретировать весьма активные нуклеодеполимеразы. Примером тому 
служит род Serratia . Многочисленные представители этого рода 
бактерий обследованы на присутствие внеклеточных нуклеодепо­
лимераз разными исследователями [281, 132, 69, 529, 441, 134 
и др.]. Все авторы, в том числе и мы, обнаружили у этих бак­
терий высокую ДНКазную и РНКазную активность. При этом инте­
ресно отметить, что бактерии рода Serratia являются одними 
из немногих энтеробактерий, способных секретировать нуклеоде­
полимеразы. Отдельные авторы предлагают использовать этот при­
знак для разделения родов Serratia и Paracoli. Последние, как 
известно, сходны с Serratia по морфолого-культуральным свой­
ствам (имеются в виду беспигментные формы Serratia ) и отли­
чаются лишь отсутствием нуклеодеполимеразной активности. Та­
ким образом, в отдельных случаях способность секретировать 
нуклеодеполимеразы может быть использована как один из таксо­
номических признаков.

Анализ нуклеодеполимеразной активности бактерий из раз­
ных семейств показывает, что сем. Bacillaceae имеет наиболь­
шее количество видов, способных секретировать нуклеодеполиме­
разы. РНКазная активность споровых форм выше ДНКазной. Веро­
ятно, РНКазной активностью, в той или иной степени, обладают 
все сапрофитные бактерии рода Bacillus.

Не обладает внеклеточной нуклеодеполимеразной активно­
стью ряд ВИДОВ ИЗ сем. Mycobacteriaceae, сем. Pseudomonada- 
сеае, сем. Соссасеае И почтии все виды сем. Bacteriaceae 
(исключение составляют бактерии рода Serratia , рода Chromo­
bacterium и отдельные представители рода Proteus ).

Как правило, нуклеодеполимеразы, секретируемые сапрофит­
ными бактериями, активнее при щелочных и нейтральных значениях 
pH. Кислые ДНКазы вообще не обнаружены, кислые РНКазы менее 
активны, чем щелочные. Этот факт, а также более высокая РНК­
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азная активность сапрофитных бактерий объясняется, по-видимому, 
приспособительной реакцией бактерий к условиям среды обитания. 
Как известно, сапрофитные формы бактерий являются, в основном, 
обитателями нейтральных и слабощелочных почв и воды, т.е. сре­
ды, содержащей всевозможные растительные остатки, богатые РНК.

Интенсификация исследований нуклеодеполимеразной активно­
сти бактерий, наблюдающаяся за последние 10 - 15 лет, объясня­
ется, с одной стороны, возросшим интересом к нуклеиновым кис­
лотам и, естественно, к ферментам, участвующим в их превраще­
нии, и , с другой стороны, разработкой сравнительно простого, 
чрезвычайно удобного для массовых анализов метода, основанного 
на кислотной преципитации нуклеиновых кислот в агаре [281].Для 
получения более точной информации относительно степени нуклео­
деполимеразной активности бактерий, в дополнение к чашечному 
методу Джеффриса, мы используем высокочувствительный для ДНКаз- 
эндонуклеаз вискозиметрический метод определения ДНКазной ак­
тивности и спектрофотометрический метод определения РНКазной 
активности в культуральных жидкостях бактерий. Применение этих 
методов позволило выявить наличие внеклеточных нуклеодеполиме­
раз у малоактивных в этом отношении бактерий. Так, например, о 
помощью вискозиметрического и спектрофотометрического методов 
исследования обнаружена нуклеодеполимеразная активность у от­
дельных штаммов Sarcina flava, Mier, rubefaciens, Bact. agile 
Ps. fluorescens,. Ps. pyocyanea И др. Методом Джеффриса у этих 
бактерий нуклеодеполимеразная активность не выявляется. Необ - 
ходимо обратить внимание на то обстоятельство, что результаты, 
полученные многими исследователями, а также наши эксперимента­
льные данные нельзя расценивать как абсолютные, так как не 
представляется возможным учесть все факторы, которые могут 
оказать существенное влияние на синтез нуклеодеполимераз тем 
или иным микроорганизмом. В частности, это относится к составу 
питательной среды, времени инкубации, а также другим условиям 
культивирования бактерий. Заниженные в некоторых случаях ре­
зультаты могут быть также следствием отсутствия надлежащих ус­
ловий постановки реакции расщепления нуклеиновых кислот при 
определении ферментативной активности бактерий.

Вместе с тем, подытоживая данные, приведенные во второй 
главе, можно с уверенностью сказать, что сапрофитные бактерии 
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весьма перспективны как подуценты внеклеточных нуклеодеполиме­
раз.

Что касается биологической роли внеклеточных нуклеодепо­
лимераз, сведения о них весьма малочисленны. Получено неболь­
шое число экспериментальных данных, свидетельствующих в пользу 
"пищеварительной" роли этих ферментов. Так, показано, что РНК­
азы появляются в питательной среде в начале экспоненциальной 
фазы роста. РНКазная активность увеличивается параллельно на­
коплению биомассы и достигает максимального значения к концу 
экспоненциальной фазы роста [554, 152, 467] . На основании 
этого полагают, что внеклеточные РНКазы участвуют в процессах 
питания и являются факторами, регулирующими рост микробной по­
пуляции.

Параллельное накопление биомассы и увеличение ДНКазной ак­
тивности в питательной среде обнаружено при изучении ряда па­
тогенных и сапрофитных бактерий [532, 72 и др.]

В литературе имеются указания на способность микрооргаа- 
низмов использовать нуклеиновые кислоты и их производные в ка­
честве единственного источника основных элементов питания.Ус - 
тановлено, что отдельные микроорганизмы в процессе роста на 
средах, содержащих нуклеиновые кислоты и их производные,накап­
ливают в культуральной жидкости промежуточные продукты гидро­
лиза этих соединений, которые впоследствии используются непо­
средственно на синтез нуклеиновых кислот микробной клетки. Дру­
гие микроорганизмы производят полную минерализацию нуклеиновых 
кислот или нуклеотидов, используя эти соединения в качестве ис­
точников азота , углерода и фосфора [303, 42-44, 46, 62, 315 
и др.].

Данных об участии внеклеточных нуклеодеполимераз в про­
цессе усвоения нуклеиновых кислот в литературе почти не имеет­
ся.

Нами совместно с сотрудниками кафедры микробиологии Лат­
вийского университета проведено изучение способности бактерий 
использовать нуклеиновые кислоты в качестве основного источни­
ка питания [ 44 ] . Особое внимание было уделено изучению роли 
внеклеточных нуклеодеполимераз в процессе использования бакте­
риями нуклеиновых кислот.
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При выделении микроорганизмов из различных природных ис­
точников (почва, фекалий животных) в накопительных культурах 
на полисинтетических средах, содержащих ДНК или РНК в качест­
ве источников углеродного и азотного питания, мы наблюдали, что 
на среде с РНК рост бактерий интенсивнее, чем на среде с ДНК. 
Гораздо большее разнообразие видов бактерий обнаруживается на 
среде с РНК, которая представляет собой более доступный пита­
тельный субстрат для сапрофитных микроорганизмов.

Проверялась способность выделенных на среде с ДНК культур 
расти на среде с РНК и наоборот, а также нуклеодеполимеразная 
активность полученных бактерий. Установлено, что культуры, ко­
торые были выделены на синтетической среде с РНК, имели РНК­
азную активность, не обладали ДНКазной активностью и не росли 
на среде с ДНК. Напротив, культуры, полученные на среде с ДНК, 
имели ДНКазную активность, не обладали РНКазной активностью и 
не росли на среде с РНК. На основании этих результатов можно 
сделать предположение об участии внеклеточных нуклеодеполиме- 
раэ в усвоении бактериями нуклеиновых кислот.

В связи с этим определенный интерес представляет исследо­
вание способности некоторых бактерий, обладающих высокой нук­
леазной активностью (см. табл. 2), использовать нуклеиновые ки­
слоты в качестве питательных веществ.

Нами было установлено, что на питательных средах, содержа­
щих ДНК или РНК в качестве дополнительного источника питанияиди 
в качестве источника азота,либо фосфора,бактерии,обладающие вы­
сокой нуклеазной активностью,интенсивно растут.Параллельно при­
росту биомассы наблюдается уменьшение содержания нуклеиновых ки­
слот в среде. К середине экспоненциальной фазы роста использу­
ется 50 - 70% исходного количества нуклеиновых кислот.

В обзорных работах по РНКазам Эгами, Накамуры [208] и 
Барнарда [ 162 ] обсуждается вопрос о роли внеклеточных РНКаз 
в метаболизме микроорганизмов. Отмечается разнообразие внекле­
точных РНКаз по каталитическим свойствам. Само по себе это раз­
нообразие свойств свидетельствует, по-видимому, в пользу не 
одной, а нескольких биологических функций указанных ферментов. 
Некоторые микроорганизмы, например Neurospora crassa [497] , 
имеют внеклеточные (РНКаза N1) и внутриклеточные(РНКаза N3) 
РНКазы, аналогичные по свойствам. Авторы полагают, что РНКазаИЗ 
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является предшественником РНКазы N1. Противоположные данные по­
лучены для РНКаз Вас. subtilis . Внеклеточная и внутриклеточ­
ная РНКазы этой бактерии различаются по биохимическим, физико- 
химическим и иммунологическим свойствам.

Далее Эгами и Накамура обращают особое внимание на тот 
факт, что внеклеточные РНКазы, как правило, специфичны к ФДЭ 
связям, соседствующим с гуанином и аденином. Такая субстратная 
специфичность внеклеточных РНКаз, по мнению японских исследо - 
вателей, согласуется с их функцией деполимеризации высокополи- 
мерной РНК до уровня соединений, способных проникнуть в клетку, 
так как богатые гуанином полинуклеотиды обладают повышенной спо­
собностью к образованию агрегатов. Продукты гидролиза гуанил- 
или пурин-специфичных РНКаз, обедненные гуанином или вообще не 
содержащие последнего, утрачивают тенденцию к агрегированию и 
могут свободно диффундировать через клеточную мембрану.

Приводя эти интересные данные в пользу "пищеварительной" 
функции внеклеточных РНКаз, авторы тем не менее считают, что 
эта функция указанных ферментов не является единственной.

Барнард отмечает, что у микроорганизмов не всегда имеется 
четкое различие между внеклеточными и внутриклеточными фермен­
тами. Так, РНКаза I е. coli согласно ранним исследованиям,счи­
талась ферментом, прочно связанным с рибосомами. Впоследствии 
этот фермент обнаружили в свободном состоянии в полости между 
клеточной стенкой и мембраной .Интересно, что разные штаммы Е. coli, 
не имеющие внеклеточных нуклеаз, содержат РНКазы, ДНКазы, а 
также дециклизующую фосфодиэстеразу, 5-нуклеотидазу и щелочную 
фосфатазу в периплазме. Полимерные субстраты, каковыми являют­
ся полинуклеотиды, не способные проникать через цитоплазмати - 
ческую мембрану, перевариваются этими ферментами до соединений, 
способных диффундировать через мембрану и проникающих, таким 
образом, во внутрь клетки. При ослаблении барьера проницаемо - 
сти клеточной стенки эти ферменты появляются во внешней среде. 
Особенно это касается ДНКаз и щелочной фосфатазы,которые лока­
лизуются у поверхности клеточной стенки, и, по-видимому, сла­
бо связаны с цитоплазматической мембраной. Барнард считает,что 
ферменты, не связанные с внутриклеточными структурами и лока - 
лизованные непосредственно под клеточной стенкой, подобно вне­
клеточным ферментам, выполняют пищеварительные функции. Истин­
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но внеклеточными нуклеазами, по мнению автора, можно считать те 
ферменты, которые появляются в среде de novo в ответ на присут­
ствие соответствующего индуктора. Данные по индукции нуклеоде­
полимераз имеются в литературе. Так, при изучении закономерно­
стей синтеза внеклеточной РНКазы ust. sphaerogena было показа­
но, что фермент обнаруживается только на питательных средах, 
содержащих РНК в качестве единственного источника углерода 
[234] . Резкое увеличение РНКазной активности у Act. aureover - 
ticiiatus6Hno обнаружено Татарской с соавт. [120] при добавле - 
нии в синтетическую питательную среду небольших количеств РНК.

Несколько иные данные получены сотрудниками Казанского 
университета [5 и др.]. В экспериментах по индукции РНКазы у 

Вас. amylozyma 9а путем добавления в питательную среду РНК 
не наблюдалось повышения РНКазной активности в питательной сре­
де. Подобные результаты получили японские исследователи (497]. 
При добавлении в питательную среду, на которой выращивалась 
Neurospora crassa, РНК, аденина или неорганического фосфата не 
было замечено индукции внеклеточной РНКазы.

Цы полагаем, что к числу внеклеточных ферментов и, в част­
ности, внеклеточных нуклеаз, следует отнести те ферменты, ко­
торые выполняют определенные функции вне клетки. Это могут быть 
ферменты, которые выделяются в питательную среду постоянно или 
в ответ на присутствие специфических индукторов. К внеклеточ­
ным следует отнести и те ферменты, которые локализованы в пери- 
плазматическом пространстве, если катализируемые ими реакции 
способствуют проникновению питательного материала окружающей 
среды в клетку, либо приводят к защите клетки от проникновения 
чужеродного генетического материала.

В заключение следует отметить, что вопрос о физиологичес­
кой роли внеклеточных нуклеодеполмераз остается слабо изученным. 
Дополнительного экспериментального подтверждения требует поло­
жение об их участии в процессах питания микробной клетки, в фор­
мировании нуклеотидного пула. Совершенно невыясненными оста­
ются другие возможные функции этих ферментов.
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3. Несекретируемые нуклеодеполимеразы
бактерий

В настоящее время относительно подробно изучены нуклеоде­
полимеразы е. coliБактерии этого вида, как и другие виды сем. 
Enterobacteriaceae (Исключение составляют, как уже указыва­
лось, представители рода Serratia), не способны секретировать 
нуклеодеполимеразы. Самые разнообразные по биохимическим, фи­
зико-химическим и, естественно, функциональным свойствам фер­
менты е.coli локализованы в периплазме, цитоплазме или связаны 
с определенными клеточными структурами. Как говорилось выше, 
нуклеазы и родственные им ферменты (фосфатазы, нуклеотидазы 
и др.), локализованные между клеточной стенкой и цитоплазмати­
ческой мембраной, по-видимому, участвуют в процессах питания 
бактерий и в этом смысле могут рассматриваться как внеклеточ­
ные нуклеазы.

В литературе имеются сведения о наличии у е. coli девяти 
ДНК-деполимераз и шести рибонуклеаз (см. табл. 3). Подробные 
данные о каталитических свойствах нуклеаз Е. coli и других бак­
терий приводятся в четвертой главе. Здесь мы коротко остано­
вимся на вопросах, касающихся их биологических функций.

Эндонуклеаза I - фермент, который локализован непосредст­
венно под клеточной стенкой и частично в цитоплазме, отличает­
ся от других микробных ДНКаз - эндонуклеаз своей способностью 
связываться с тРНК, приобретая при этом 'kicking" активность 
[ 327, 328, 235 и др.]. Аналогичная ДНКаза обнаружена в клет­
ках Pr. mirabilis [236, 237] . Предполагается , что ферменты 
такого типа могут участвовать в репликации ДНК. Именно их спо­
собность производить единичные разрывы ДНК наводит на эту 
мысль. Кроме того, имеются экспериментальные данные о повыше­
нии активности эндонуклеазы I в период активного роста бакте­
рий и синтеза ДНК и резком снижении активности этого фермента 
в стационарной фазе роста [325] .

Сравнительно недавно у Е. coli обнаружена ДНКаза,особен - 
ностью которой является абсолютная потребность в АТФ [400,158/ 
159, 238, 239 и др.] АТФ-зависимая экзонуклеаза преимуществен­
но расщепляет нативную ДНК.
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На основании изучения ряда мутантов, дефектных по призна­
ку рекомбинации, и их ревертантов сделано заключение, что АТФ- 
зависимые ДНКазы принимают участие в процессах генетической ре­
комбинации. Мутанты Б.coll, несущие тес В и rec C мутации, ут­
рачивают этот фермент. Ревертанты одновременно с восстановле - 
нием способности к рекомбинации проявляют активность АТФ-зави- 
оимой ДНКазы [238, 564 и др.]. АТФ-зависимая ДНКаза обнаружена 
также у Micr. Iysodeikticus, Micobacterium smegmatis, Diplo- 
COCCus pneumoniae, Hemophylus influenzae, Вас. subtilis, [507, 
271, 272, 138, 139 , 542-548 , 526 , 527, 228 , 229 , 468, 188 , 398 
И др.].

Пехов (1970) в обзорной статье,посвященной вопросу генети­
ческой рекомбинации [99] указывает,что имеются данные об общности 
механизмов рекомбинации и восстановления повреждений ДНК. Как 
рекомбинация, так и репарация связаны с разрывами ДНК и после­
дующим восстановительным синтезом нуклеотидных цепей.

На рис. 2 и 3 приводятся гипотетические схемы моделей ре­
комбинации и репарации повреждений ДНК. В обоих случаях преду­
сматривается участие в этих процессах ДНКаз эндо- и экзонуклео- 
литического типа. К ферментам, участвующим в начальных этапах 
репарации повреждений ДНК у Е. coll, по-видимому, относятся 
эндонуклеаза П, специфически гидролизующая алкилированные ДНК

Рис. 2.
Модели возможных механизмов рекомбинации. Стрелка­
ми показаны места эндонуклеолитической атаки ДНК 
[204].



Рис. 3.
Начальные этапы энзиматической репарации УФ-облученной ДНК [222].



[224 - 22?] и ДНКазы - экзонуклеазы, ассоциированные с ДНК-поли­
меразой Е. coli . Один из этих ферментов - экзонуклеаза П, гид­
ролизующий ДНК в направлении 3* ------ >5*,  вероятно, осуществля­
ет удаление неспарившихся нуклеотидов при рекомбинации [179], 
второй фермент, атакующий ДНК в противоположном направлении 
(5 -------5 ), обнаруженный сравнительно недавно [306, 198] и
обозначенный как экзонуклеаза У1, ответственен за удаление 
фрагментов ДНК, образованных при облучении ультрафиолетом [298, 
287] . 5* -----*3*-  экзонуклеаза Е. coli предпочтительно гидро -
лизует двуспиральные ДНК, активируется во время активного син­
теза ДНК [298, 300] . Эти факты свидетельствуют в пользу уча - 
стия данного фермента в процессах синтеза ДНК. У Micr.iysodeik- 
ticus также обнаружены две экзонуклеазы, ассоциированные с ДНК- 
полимераэой. Предполагается участие этих ферментов в процессах 
репликации ДНК [257 , 258, 363 - 365]. Многочисленные данные 
об участии ДНКаз в репаративном синтезе ДНК получены относи - 
тельно УФ-специфичных ДНКаз Mier, lysodeikticus [244, 184,455, 
351]. Из клеток этого микроорганизма выделена эндонуклеаза.ко­
торая атакует исключительно облученные ультрафиолетом ДНК 
[463j 290, 184] .В опытах на разных бактериальных культурах 
показано, что добавление УФ-специфичной эндонуклеазы приводит 
к восстановлению повреждений ДНК, индуцированных ультрафиоле - 
товым облучением и повышает устойчивость к ультрафиолету[493, 
244, 458, 455] . Установлена высокая специфичность "УФ-чувст - 
вительных" ДНКаз именно к тиминовым димерам. Так, ДНК, модифи­
цированные химическими мутагенами, н е атакуются этим фермен - 
том, хотя и содержат сходные изменения вторичной структуры

[97,45 и др.]. Недавно в экстрактах Mier, luteus обнаружена еще 
одна эндонуклеазная активность, специфичная к ДНК, облученной 
Y-лучами [454].

Интересная группа ДНКаз обнаружена у е. coli [359, 564
и др.] и у ряда патогенных бактерий - Hemophylus influenzae, 

Hemophylus aegyptius, Hemophylus genus, H. parainfluenzae,
H. gallinaium, H. aphirophilus И др. [469, 299, 207, 360, 518, 
498, 499, 459 и др.]. Эти, так называемые ферменты рестрик­
ции, обладают способностью выщеплять чужеродные немодифициро- 
ванные фрагменты ДНК Вместе с тем, имеются сведения о нукле­

- 64 -



азах, которые локализованы вблизи клеточной стенки или выделя­
ются в среду и защищают микробную клетку от проникновения чу­
жеродного генетического материала. Они либо полностью разруша­
ют ДНК, либо снижают ее трансформирующую активность, обеспечи­
вая тем самым сохранение генома реципиента в неизменном виде 
[476, 407 и др,]. C другой стороны, в литературе имеются ука­
зания на то, что ДНКазы участвуют в процессах генетической 
трансформации. Так, нуклеаза, обнаруженная в клетках только 
активных по трансформации мутантов Вас. subtilis и произво­
дящая единичные разрывы ДНК [355], стимулирует способность ба­
ктерий к трансформации.

Ферменты типа экзонуклеазы III E. coli , обнаруженные также 
у Вас. SubtiliS, Dipl, pneumoniae и др., отличаются ОТ ДРУГИХ
ДНКаз абсолютной потребностью в двуспиральных структурах и при­
сутствием, наряду с экзонуклеазной, ФМЭазной активности. Пред­
полагается участие этих экзонуклеаз в процессах синтеза ДНК 
[325].

Таким образом, ДНКазы, по-видимому, принимают участие во 
всех генетических процессах, механизм которых предусматривает 
предшествующий воссоединению разрыв цепи ДНК.

Таблица 3

Нуклеодеполимеразы 
E. coli

Нуклеодеполимеразы
Данные по локализации 
удельной активности в 
клетке и предполагае­
мых функциях

Литература

1 2 3

Дезоксирибонуклеазы

Эндонуклеаза I Локализована в пери­
плазме и цитоплазме, 
удельная активность — 
70. Предполагается
участие в синтезе ДЖ

324-328, 147, 
382-384, 283, 
284 и др.
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1 2 3

Эндонуклеаза II Предполагается учас­
тие в репарации по­
вреждений ДНК, инду­
цированных алкилирую­
щими агентами

224-227

Эндонуклеазы 
RK и RB

Предполагается участие 
в процессах рестрик­
ции

359

АТФ-зависимая
ДНКаза

Предполагается участие 
в процессах рекомбина­
ции

400, 238

Экзонуклеаза I Удельная активность - 
11

283, 323, 329

Экзонуклеазы, 
ассоциированные 
с ДНК-полимера- 
зой

Удельная активность — 
21; предполагается 
участие в репаративном 
синтезе ДНК и в процес­
сах рекомбинации

283, 179, 306,
198, 298, 300, 
287 и др.

Экзонуклеаза III Удельная активность — 
1-2; предполагается 
участие в синтезе ДНК

283, 433, 434, 
325

Экзонуклеазы
IV A и B

Удельная активность 
83 и 21 соответственно

283

Рибонуклеазы

Рибонуклеаза I Локализована в периплаз­
ме, связана с фосфоли­
пидным слоем мембран и 
частично с рибосомами

382 - 385, 394, 
397, 504, 134а

Рибонуклеаза II Обнаружена в растворимой 
фракции экстрактов кле­
ток; предполагается уча­
стие в расщеплении инфор­
мационной PHK

474, 155,
211, 346



1 2 3

Рибонуклеаза III Локализована в 30s 
частицах рибосом

438, 439

Рибонуклеаза IV Обнаружена в раство­
римой фракции бес­
клеточных экстрактов

475, 366

Рибонуклеаза V Локализована в 30s 
и 50s частицах ри­
босом, предполагает­
ся участие в расщеп­
лении информационной 
PHK

312, 313

РНКаза H Не ассоциирована с ри­
босомами. Предполага­
ется участие в процес­
сах репликации ДНК, PHK- 
зависимого синтеза ДНК, 
в регуляции транскрип­
ции

535, 261

Как указывалось, в клетках Е. coli обнаружено несколько 
типов РНКаз.

РНКаза I первоначально была названа "латентной" РНКазой, 
поскольку фермент проявлял активность только после разруше - 
ния 30 S субъединиц рибосом (212, 473, 500]. Позднее было 
показано, что РНКаза I локализуется в наружном фосфолипидном 
слое мембран и после разрушения клеток связывается с рибосо­
мами [382 - 385 , 394 , 397 , 504, 134а.]. Предполагалось, что 
РНКаза I является непременной составной частью рибосом и уча­
ствует в процессах синтеза белка. Однако позднее были получе­
ны мутанты, не содержащие РНКазы I. Процесс инактивации PHK 
в рибосомах таких мутантов протекает с той же скоростью, что 
и в содержащих РНКазу I клетках Е. coli. Рибосомы мутант­
ных клеток, не содержащих РНКазу I, сохраняют способность 
участвовать в синтезе белка в бесклеточной системе Ниренбер-
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га [189 и др.]. Фермент представляет собой РНКазу-трансфера- 
зу циклизующую и, вероятно, выполняет те же функции, что и сек­
ретируемые нуклеазы, расщепляя РНК среды до проникаемого в клет­
ку состояния.

РНКаза П, обнаруженная в надосадочной фракции бесклеточ­
ных экстрактов Б.coli не способна связываться с рибосомами . 
[474]. В отличие от РНКазы I, не обладает трансферазной актив­
ностью. Особенностями фермента, имеющими, как нам кажется,боль­
шой биологический смысл, являются способность атаковать исклю­
чительно односпиральные РНК, а также.ингибирование фермента­
тивной активности односпиральной ДНК [395, 396, 155, 464,211]. 
Предполагается, что РНКаза П ответственна за деградацию in vivo 
информационной РНК, участвует в созревании рибосомальной РНК и яв­
ляется регулятором роста клеток [346, 332, 520, 505, 241].

РНКаза Ш, связанная с 30 s субъединицами рибосом, отлича­
ется тем, что атакует только двуспиральные полирибонуклеотиды 
[438, 439]. РНКаза 1У производит единичные разрывы РНК [ 475, 
366 ] . РНКаза У - фермент, который прочно связан с рибосомами 
и проявляет активность только в условиях, обеспечивающих нор­
мальную функцию рибосом. Предполагается, что именно РНКаза У 
ответственна за селективное расщепление информационной РНК в 
клетке [ 312, 313 ] .

Сравнительно недавно открыта новая группа рибонуклеаз,так 
называемые гибридазы. Особенностью этих ферментов является их 
способность атаковать РНК в РНК-ДНК гибридах. Никакие другие 
нуклеиновые кислоты не атакуются РНКазой Н. Такая узкая субст­
ратная специфичность фермента имеет, по-видимому, большой био­
логический смысл. Данные о роли этих ферментов пока что носят 
чисто гипотетический характер, однако надо думать, что в бли ­
жайшее время будет показано их участие в процессах транскрип - 
ции, РНКаз-зависимого синтеза и репликации ДНК [535, 261, 553].

В целом, можно сказать, что РНКазы, которые не связаны с 
клеточными структурами и особенно те, которые локализованы в 
периплазматическом пространстве, участвуют в процессах питания 
и процессах регуляции активности ДНКаз, ингибируемых РНК, типа 
эндонуклеазы I. Ферменты, связанные с рибосомами, участвуют 
в специфических процессах превращения РНК, в процессах синтеза 
макромолекул белка [439, 492, 186, 205 и др.].
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Как указывалось, в четвертой главе приводится подробная 
характеристика тех бактериальных ферментов, которые являются 
объектом постоянного внимания ряда исследователей. Здесь мы. 
остановимся на работах, носящих эпизодический характер. Име­
ется несколько сообщений об интрацеллюлярной РНКазе Вас. се- 
reus , максимальная активность которой обнаружена в конце ло­
гарифмической фазы роста клеток [515], о ДНКазах Rhizobium 
trifolii и Rhizobium meliloti с чрезвычайно низкой активно­
стью, обнаруженной при разрушении клеток ультразвуком [295] . 
Саймановой и сотр. [107 - III] определена ДНКазная актив­
ность в экстрактах механически разрушенных клеток Вас. amylo- 
zyma, Вас. intermedius, Вас. circulans, Вас. quercifolius, 
Вас. megaterium, Вас. virgatus, Вас. angulans, Вас. gluti- 
nosus. Оптимальная активность ДНКаз проявляется при pH 6,8- 
7,6 в присутствии двухвалентных катионов.

Наличие нуклеодеполимеразной активности в клетках бакте­
рий из сем. Mycoplasmataceae было показано Разиным с соав­
торами [425 и др.] . Максимум РНКазной активности обнаружен 
во фракции клеточных мембран, ДНКазная в растворимой фракции 
бесклеточных экстрактов, полученных после разрушения клеток 
осмотическим шоком. РНКазы и ДНКазы микоплазм активны при ще­
лочных значениях pH в присутствии Mg^+. ДНКазная активность 
ингибируется РНК.

Вейд и Робинсон [528] обследовали 200 штаммов бактерий на 
присутствие.Mg 2+*-независимых  РНКаз. Такие РНКазы обнаружены у 
170 штаммов.

Ямазаки с соавторами [560] провели обследование разных 
видов бактерий на присутствие в клетках АТФ- ингибируемой ри­
бонуклеазы - фермента, впервые обнаруженного в клетках Вас. 
amyloliquefaciens [556] . Авторы обнаружили такой фермент 

только У некоторых ВИДОВ рода Bacillus (Вас. subtilis , Вас. 
amyloliquefaciens , Вас. cereus var.mycoides , Вас. thurin- 
giensis ). АТФ-ингибируемые РНКазы были подразделены на два 
типа. Первый тип ферментов, обнаруженный в Вас. subtilis и 
родственного вида Вас. amyloliquefaciens,имеет оптимум рН5,7, 
полностью ингибируется 5m М ЭДТА. Второй тип ферментов, об­
наруженный у других вышеперечисленных бактерий, имеет оптимум 
pH 6,8 и частично ингибируется 5шМ ЭДТА-

Предполагается участие АТФ-ингибируемой РНКазы в процес­
се спорообразования бактерий.



III. ПРЕПАРАТИВНОЕ ПОЛУЧЕНИЕ
НУКЛЕОДЕПОЛИМЕРАЗ БАКТЕРИЙ

1. Основные методы препаративного
получения нуклеодеполимераз

Значительные успехи последнего десятилетия в препаратив­
ном получении большого числа высокоочищенных ферментов, в том 
числе нуклеодеполимераз, объясняются появлением новых матери­
алов, удобных для фракционирования высокомолекулярных лабиль­
ных соединений, каковыми являются ферментные белки. В 1956 г. 
Петерсон и Собер [410] разработали новый тип ионообменника 
на целлюлозной основе, выгодно отличающийся от синтетических 
ионообменных смол более мягкой структурой. Целлюлозоиониты 
широко применяются для колоночной хроматографии ферментов.Сле­
дующим важным методическим достижением явилось получение По- 
ратом и Флодином [412, 413] продукта взаимодействия раствори - 
мого декстрана с эпихлоргидрином - универсального геля, кото­
рый выпускается под торговым названием "Сефадекс". Сефадексы 
разных марок нашли широкое применение для колоночной гель - 
Фильтрации ферментов. Получены также ионообменные сефадексы, 
применяемые для хроматографии.

Использование новых материалов для фракционирования фер­
ментных*' белков не исключает применения классических методов 
препаративной энзимологии. Обычно все эти методы используются 
в совокупности [57].

Общие сведения о подготовке сефадексов и ионообменни - 
ков для хроматографии, о технике эксперимента, а также основ­
ные принципы применения этих материалов для фракционирования 
ферментных белков изложены в работах Петерсона и Собера |410], 
Пората [412], Николаева [92], Гинодмана [49],Горяченковой [50], 
Давидовой и Рачинского [53,54] , Детермана [55], Диксона[56], 
Диксона и Уэба [57], Либинсона [86], Самсонова [ИЗ], Марко - 
вич и Петровой[88]и других.



Указанные методические приемы выделения и очистки различ­
ных ферментных белков используются также и для получения нук­
леодеполимераз.

Препаративное получение нуклеодеполимераз бактерий сопря­
жено с целым рядом методических трудностей. Как видно из лите­
ратурных и экспериментальных данных, приведенных в первой и 
второй главах, в культуральной среде и тем более в клетках бакте­
рий содержится несколько ферментов, гидролизующих нуклеиновые 
кислоты и их производные. В силу того, что различные по ката­
литическим свойствам нуклеодеполимеразы , выделяемые из 
одной бактериальной культуры, часто бывают близки по своим 
физико-химическим параметрам, процедура выделения индивидуаль­
ных нуклеодеполимераз представляет собой многоступенчатый про­
цесс, включающий самые разные способы очистки.

В зависимости от того, с какой целью предпринимается по­
лучение препарата того или иного фермента, производится более 
или менее тщательная его очистка.

Как указывает А.А.Баев [8], для ферментных препаратов,ко­
торые получают с целью использования в качестве аналитических 
инструментов, не столько важна абсолютная физическая гомоген­
ность, сколько полная очистка их от интерферирующих активно - 
стей. Незначительные примеси балластных белков, не имеющих ну­
клеазной активности, в этом случае не влияют на ход биохимиче­
ского анализа. В отдельных случаях применяются частично очи­
щенные, обогащенные тем или иным ферментом фракции. Так,япон - 
ские исследователи Огата и сотр. (401] для препаративного по­
лучения мононуклеотидов из РНК и рибополинуклеотидов предло - 
жили использовать непосредственно культуральную жидкость неко­
торых микроорганизмов после селективной инактивации фосфатаз 
без дополнительной очистки. Использование такого ферментного 
раствора для этих целей экономичней, чем высокоочищенных пре­
паратов.

С другой стороны, если перед исследователем стоит задача 
изучения структуры ферментного белка и его активного центра, а 
также механизма гидролиза или механизма воздействия на Фермент 
специфических факторов, необходима очистка фермента до состоя­
ния физической гомогенности. Хорошим показателем ее является 
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однородность при электрофорезе в полиакриламидном геле и при' 
ультрацентрифугировании.

Выделение и очистка нуклеодеполимераз бактерий включают 
те же основные операции, что и других бактериальных Ферментов:

а) Получение бесклеточных экстрактов после разрушения 
клеток лизоцимом, осмотическим шоком или механическим путем с 
последующим центрифугированием для разделения активных и не­
активных фракций экстрактов. Если выделяется внеклеточный фер­
мент, культуральная жидкость предварительно отделяется от кле­
ток с помощью центрифугирования. На первом этапе препаратив - 
ного получения нуклеодеполимераз, как и всякого другого бак­
териального фермента, важно, чтобы культура находилась в той 
стадии роста, когда происходит максимальный синтез получаемой 
нуклеодеполимеразы, и культивировалась в условиях, оптималь - 
ных для синтеза фермента.

б) Фракционное осаждение белковой фракции сульфатом ам­
мония. Важно иметь предварительные данные о том, при каких 
конпентрациях сульфата аммония осаждается максимальное коли­
чество фермента и каково значение изоэлектрической точки по­
лучаемого белка. В некоторых случаях этой стадии предшествует 
обработка стрептомицином, протаминсульфатом и реже ацетоном 
или спиртом.

в) Диализ или обессоливание на колонках с сефадексами
G-75 и G-I00.

г) Фракционирование на колонках с ионообменниками. Важно 
иметь некоторые предварительные данные о способности фермен - 
тов связываться с анионитами или катионитами.

д) . Гельфильтрапия на колонках с сефадексами после пред­
варительной концентрации ферментных растворов с помощью ваку­
умных испарителей, лиофильной сушки, дополнительного осажде - 
ния сульфатом аммония или на колонках с ионообменниками.

в) Инактивация интерферирующих ферментов с помощью на­
гревания, кислотной обработки, если очистке подвергается тер­
мостабильный или стабильный при кислых pH среды фермент или 
селективная инактивация интерферирующих Ферментов специфиче - 
сними реагентами. Так, японские исследователи [401]используют 
арсенат для ингибирования фосфатаз в культуральных жидкостях 
некоторых микробов. Нами в отдельных случаях используется се­
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лективное ингибирование ФДЭаз, ФМЭаз и ДНКаз с помощью ЭДТА, 
дающее возможность работать с Ме2+ - независимыми РНКазами, 
избегая их многоступенчатой очистки.

В последнее время все большее распространение получает 
аффинная хроматография, когда в качестве сорбента использует­
ся спепифический субстрат или ингибитор, соединенные с каким- 
либо твердым носителем [127]. Применительно к нуклеодеполиме- 
разам следует отметить весьма эффективный метод субстратной 
очистки ДНКаз Е. coll на колонках с ДНК, иммобилизованной в 
агарозе [374], метод получения РНКаз на колонках с иммобили­
зованными дезоксиполинуклеотидами и др. Аффинная хроматогра­
фия используется также для очистки и изучения активного цент­
ра и механизма атаки стафилококковой нуклеазы, панкреатичес - 
кой и селезеночной ДНКаз и др. [194, 193, 210, 501, 535 и др.].

2. Получение нуклеодеполимераз некоторых
сапрофитных бактерий

Несмотря на то, что пелый ряд нуклеодеполимераз, обнару­
женных в тканях животных,в клетках и культуральных средах ак­
тиномицетов и грибов, уже получается препаративно в промышлен­
ных масштабах и используется для различных аналитических и 
практических целей, потребности в этих биологически активных 
препаратах далеко не удовлетворены и возможности их исполь - 
зования не исчерпаны. Как было указано во введении и первой 
главе, по целому ряду причин (высокой активности, разнообра - 
зию свойств, возможности использования глубинных способов 
культивирования, безопасности и т.д.) сапрофитные бактерии яв­
ляются одним из самых перспективных источников препаративного 
получения нуклеодеполимераз.

При выделении внеклеточных ферментов исследователь полу­
чает возможность избежать весьма сложную процедуру разрушения 
клеток. Кроме того, культуральная жидкость может быть получе­
на сравнительно просто в больших количествах и содержит зна­
чительно меньше белков, чем экстракты клеток. Не случайно по­
этому, что наиболее успешны в настоящее время работы по полу­
чению высокоочищенных и гомогенных препаратов внеклеточных 
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нуклеодеполимераз (работа группы Анфинсена по препаративному 
получению и изучению структуры и функции внеклеточной нукле­
азы Micr. pyogenes [144, 145 и др.], исследования структуры 
и каталитических свойств внеклеточной щелочной РНКазы Вас. 
Subtilis американскими и японскими авторами и др. [522, 253- 
256].

Остановимся более подробно на методике получения вне­
клеточных нуклеаз некоторых сапрофитных бактерий.

Препаративное получение и изучение некоторых 
физико-химических свойств рибонуклеазы 

Bac. subtilis.

Работа по очистке внеклеточной РНКазы Bac. subtilis H 
проводятся японскими и американскими биохимиками.

В ранних [389] работах фермент из культуральной среды 
Bac. subtilis н с помощью дробного осаждения сульфатом аммо­
ния был очищен в 45 раз (таблица 4).

Таблица 4

Очистка РНКазы Bac. subtilis.

№ 
п/п Фракции Объем, 

мл
РНКаза, 
ед/мл

Общая 
актив­
ность

Удель­
ная 
актив­
ность, 
ед/мг 
тиро­
зина

Вы­
ход, 

%

1 Культуральная среда 1900 10,5 20000 0,19 100
2 Надосадочная жид­

кость после осажде­
ния неактивных бел­
ков при добавлении 
HClO4

2000 10,5 20000 0,052 100

3 Осадок при 0,57 насы­
щения сульфатом аммо­
ния 250 41,0 11000 0,17 52

4 Осадок при 0,15 насы­
щения 250 16,0 4000

—
19

5 Осадок между 0,48 и 
0,61 насыщения 2,5 850,0 2100 0,86 10

Примечание. Активность определялась по Frisch-Nig­
gemeyer a. Reddi, 1957 см. [389].
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В последующих работах японских авторов была предпринята 
тщательная очистка РНКазы Вас. subtilis на колонках с КМ-цел- 
люлозой до хроматографически гомогенного состояния. PHK аза 
была очищена примерно в 400 раз и получена в кристаллическом 
виде. Изучен аминокислотный состав препарата (табл.5), уточ­
ненный несколько позже на физически гомогенных препаратах 
фермента [522].

Таблица 5

Аминокислотный состав РНКазы 
Bac. subtilis H

Аминокислотные 
остатки

Моль аминокислотного остатка/моль РНКазы

Bac. subtilis Панкреатическая

Аспарагин 12,0 15
Треонин 7,5 10
Серин 7,5 15
Глутамат 5,8 12
Пролин 3,3 4
Глицин 8,1 3
Аланин 6,4 12
1/2 цистеин 0,0 8
Валин 3,3 9
Метионин 0,2 4
Изолейцин 6,0 3
Лейцин 6,0 2
Тирозин 5,1 6
Фенилаланин 3,0 3
Лизин 10,1 10
Гистидин 1,8 4
Аргинин 5,4 4
Триптофан 2,6 0

NH3 10,8 18

104,9 124

В отличие от панкреатической РНКазы, белок РНКазы Вас. 
subtilis не содержит цистеина и имеет триптофан. Коли-
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чественное соотношение отдельных аминокислот также различно у 
этих РНКаз.

Американские исследователи [445] добились очистки РНКазы 
Вас. Subtilis в 4200 раз путем дробного фракционирования суль­
фатом аммония, хроматографии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой и 
трехкратной хроматографии на колонке о КМ-целлюлозой. Условия 
хроматографии приведены в таблице 6.

Таблица 6

Хроматография раствора РНКазы Bac. subtilis.

Целлюлоз­
ный 
сорбент

Размер 
колон­
ки(см)

Начальный 
раствор 
буфера

Конечный 
раствор 
буфера

Градиент­
ный объем 

(мл)

Скорость 
элюции 
(мл/час)

ДЭАЭ, 
100Г

4,4×55 0,01М АмБ, 
pH 8,6

0,05М АмБ, 
pH 8,6

100

KM(I), 
95Г

4,4×55 0,001М АмАц, 
pH 4,35

(А) 0,1М АмАц, 
pH 4,35

2700 36

(Б) 0,1М АмБ, 
pH 7,6

KM (II), 
30Г

2,2×75 0,005М АмАц, 
pH 4,35

(А) 0,05М АмАц, 
pH 4,35

2250 32

(Б) 0,2М АмАц, 
pH 5,7

KM (III), 
30Г

2,2×75 0,005М NaАц, 
pH 4,4

(А) 0,1М NaАц, 
pH 4,7

2250 32

(Б) 0,2М NaАц, 
pH 5,7 с 
0,1М NaCl

Примечание. Условные обозначения: АмБ — аммоний-би­
карбонат, АмАц — аммоний-ацетат, Ац — 
натрий-ацетат.
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При фракционировании на колонке с КМ-целлюлозой обнару­
жено два пика РНКазной активности (А и В). Пик А не сорбиро­
вался на КМ-целлюлозе и был элюирован в первых фракциях урав­
новешивающий буфером. Пик Б обнаружен во фракциях, которые 
элюируются с колонки после того, как через нее проходит 80% 
всего градиентного объема. Результаты очистки приведены в 
табл. 7.

Таблица 7

Очистка РНКазы Bac. subtilis H

Фракции
Общий 
белок 
(A280)

Общая 
актив­
ность 
фермента 

(∙106)

Удель­
ная 
актив­
ность

Выход 
(%)

Культуральная среда 460000 49 106 100
После удаления клеток 375000 56 150 114
Осадок при насыщении 
сульфатом аммония 91000 52 574 106
После диализа 44600 37 828 75
После хроматографии 
на ДЭАЭ-целлюлозе 12000 33 2740 66
После хроматографии 
на КМ-целлюлозе (I)

пик А 10000 10 912 20
пик Б 1000 17 I6I00 35

После хроматографии 
на КМ-целлюлозе (II) 122 13 105300 26
После хроматографии 
на КМ-целлюлозе (III) 12 5,4 446000 II

Примечание. Активность определялась по продуктам 
гидролиза, растворимым в 3%-ной HClO4. 
За единицу принято повышение оптической 
плотности при λ 260 нм на 0,01.

При изучении свойств выяснилось, что РНКазы, обнаружен­
ные в пике А и Б, идентичны. Поэтому активные фракции обоих 
пиков объединялись и хранились в концентрации I мг/мл при 3°

-77-



в присутствии хлороформа без заметной потери активности в те­
чение нескольких месяцев. Проверка препарата с помощью седи­
ментации и электрофореза в полиакриламидном геле показала его 
физическую гомогенность [252]. Молекулярный вес составил 
10700 ± 400, коэффициент седиментации S020,10 = 1,55.

Несколько позднее [322, 253] в этой хе лаборатории РНКаза 
была получена из 300 л культуральной среда Вас. subtills н 
по упрощенной схеме очистки: осаждение неактивных белков при 
pH 2,0; фракционирование на колонке с фосфоцеллюлозой; фракци­
онирование на колонке с КМ-целлюлозой. В результате был полу­
чен очищенный в 4000 раз препарат, электрофоретически гомоген­
ный. Результаты приведены в табл. 8.

Таблица 8

Препаративное получение и очистка РНКазы 
Bac. subtilis H из 300 л культуральной среда

Фракции
Объем 
(л)

Общая 
актив­
ность 
(ед. 
∙106)

Выход 
(%)

A280 
(об­
щее 
кол- 
во)

Удельная 
актив­
ность 
ед./A280

Сте­
пень 
очи­
стки

Условия хро­
матографии

кол-во 
адсор­
бента 
(г.)

раз­
мер 
ко­
лон­
ки 
(см)

ус­
ло­
вия 
элю­
ции

Культу­
ральная 
жидкость

262 430 100 1,89×106 2,3×106 1 — — —

Суперна­
тант при 
pH 2 
(концент­
рирован­
ная H2SO4 
5,4 ml/l)

262 510 118 1,81×106 2,8×102 1,2 — — —

После 
хромато­
графии 
на Ф-цел­
люлозе

1,8 240 56 1,32×103 1,8×105 800 520 19×45 0,01М
NH4HCO3, 
pH 8,1, 
200 л

После 
хромато­
графии 
на КМ- 
целлюлозе

0,2 110 26 1,16×102 9,5×105 4000 28 2×60 0,05М 
NH4HCO3, 
pH 8,3, 

3 л

-78-



Из I л культуральной среды получено 0,21 мг ферментного 
препарата, который хранился в концентрации 250 мкг/мл в при­
сутствии хлороформа при 5° в течение года.

В настоящее время изучается аминокислотная последователь­
ность и структура активного центра внеклеточной щелочной 
РНКазы Вас. subtilis Н и деривата этой культуры Вас. amyloli- 
quefaciens IL, [322, 25 5- 25б].

Очистка рибонуклеаз Вас. pumilis и Вас. cereus.

Рушицкий с соавторами [446] обнаружили РНКазную актив - 
ность В культуральной жидкости Вас. pumilis И Вас. cereus. 
Авторы приводят детальное описание выделения и очистки РНКаал 
Вас. pumilis: культуральная жидкость (I л) освобождалась
от бактериальных клеток и обрабатывалась серной кислотой(1Омл 
конц. н2зо4 на I л). Через 17 часов инкубации раствора на хо­
лоду (при 4°С) pH доводили до 6,0 добавлением концентриро­
ванного nh^oh, после чего фермент осаждали сульфатом аммо­
ния (0,9 насыщения). К суспензии добавляли 4 г целита и филь­
тровали через бумажный фильтр. Осадок растворяли в воде и 
диализовали против дистиллированной воды в течение 12 часов. 
Целит удаляли центрифугированием. Пробными опытами было обна­
ружено, что РНКаза прочно сорбируется на КМ-целлюлозе и не 
сорбируется на ДЭАЭ-целлюлозе. В связи с этим диализат(210мл) 
уравновешивали 0,02М Na - ацетатным буфером, pH 4,5 и поме­
щали на колонку с КМ-целлюлозой. Объем колонки 2,2x75 см,32 г 
КМ-целлюлозы уравновешивали 0,02М Na-ацетатным буфером pH 
4,6. Элюцию производили в градиенте концентрации и pH элюэнта, 
о помощью 9-камерного градиентного устройства. Каждая камера 
содержала по 500 мл следующих буферных растворов: I - смеси - 
тель - 0,02М Na-ацетат, pH 4,6; П - 0,05М Na-ацетат, 
pH 4,6; Ш - 0,IM Na- ацетат,pH 4,6; 1У - 0,02М Na-ацетат, 
pH 5,7; У - 0,05М Na- ацетат, pH 5,7; У1 - 0,IM Na- ацетат, 
pH 5,7; УП - 0,02М Na- фосфат, pH 7,0; УШ - 0,05М Na- фос­
фат, pH 7,0; IX - 0,IM Na- фосфат, pH 7,0.

Основная масса коричневого пигмента, присутствующего в 
диализате, проходит через колонку при посадке,тогда как энзим 
элюируется одним пиком после пропускания через колонку 4/5 
градиентного объема. Фракции, содержащие РНКазную активность, 
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объединяли, диализовали и хранили в присутствии CHCI? при 4°. 
РНКаза очищена в 260 раз, выход фермента составил 94%.

Процедура выделения и очистки РНКазы Вас. cereus сходна 
с описанной выше для Вас. punilis, с незначительным отличием: 

исключается стадия концентрации сульфатом аммония. РНКаза очи­
щена в 630 раз, выход - 35%. Хранится так же, как и РНКаза 
Вас . pnml li«.

Результаты очистки суммированы в таблице 9.

Таблица 9

Очистка РНКаз Bac. pumilis IFO-3028 и 
Bac. cereus ATCC-I0987

Ферменты
Общая 
актив­
ность

Удельная активность, 
ед/A280

Степень 
очистки Выход,

%
а б в г д

РНКаза Bac. 
pumilis

97000 — 12 — 73 3134 260 94

РНКаза Bac. 
cereus

153000 4,2 10 15 — 2666 630 35

Примечание.
1. а) бактериальная среда; б) освобождение от клеток;

в) кислотная обработка; г) осаждение сульфатом аммония и ди­
ализ; д) колоночная хроматография и диализ.

2. Активность определена при pH 7,0 по продуктам гидро­
лиза, растворимым в 3% HClO4. За единицу активности принято 
повышение A260 на 0,01 (при инкубации в течение 15 мин. при 
37° 2 мг PHK с 0,2 мл ферментного раствора).

Таким образом, из культуральных жидкостей двух споровых 
бактерий выделены РНКазы, свободные от интерферирующих фер­
ментов. РНКазы Вас. pumilis И Вас. cereus имеют молекулярный 
вес 11000-12000 и 30000-35000 соответственно; элюируются 
с колонки с сефадексом-а-75 острым пиком, что указывает 
на гомогенность ферментов по молекулярному весу.
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Ферментные препараты на данной стадии очистки были пред­
ложены авторами в качестве аналитических инструментов для 
структурного изучения РНК.

Получение РНКазы Вас. intermedins.

Методика очистки РНКазы из культуральной жидкости Вас. 
intermedins 7Р [85 J включает следующие операции:

Фракционное осаждение сульфатом аммония при pH 8,0 - 9,0 
(0,4 - 0,9 насыщения) и диализ против дистиллированной воды 
для освобождения от сульфата аммония и против 0,005М Трис-НС1 
буфера, pH 8,5 (уравновешивающий буфер при последующей хрома - 
тографии).

Хроматография на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой (2,5x60 см ) . 
ДЭАЭ-целлюлоза уравновешена 0,005М трис-HCI буфером pH 8,5 . 
Элюция проводится ступенчато исходным буфером и 0,4М NaCI в 
исходном буфере. Скорость элюции 60 мл/час, фракции объемом 
7 - 8 мл. Последовательно элюируются два пика РНКазы. Первый 
пик элюируется уравновешивающим буфером. Второй пик элюируется 
0,4М NaCI вместе с основной массой белка. РНКаза первого пика, 
имеющая максимальную удельную активность, подвергалась дальней­
шей очистке.

Хроматография на колонке с КМ-целлюлозой (2,5x45 см). КМ- 
целлюлоза уравновешена О,ОХМ ацетатно-аммиачным буфером,pH 5,0. 
Элюция производится при ступенчатом повышении концентрации NaCI 
от 0,01 до 0,30М. Скорость элюции 50 мл/час, объем фракций - 
9 мл. Балластные белки элюируются двумя пиками при концентра­
ции NaCI, равной 0,01М и 0,ЗМ. РНКаза элюируется 0,ЗМ раст - 
вором NaCI. На этой стадии РНКаза очищается от интерферирующих 
ферментов, которые обнаруживаются в препарате РНКазы в незна - 
чительных количествах (см. табл.10).

Рехроматография на колонке с КМ-целлюлозой (1x15 см). Ус­
ловия сорбции и элюции те же, что на предыдущей стадии очистки. 
Перед посадкой на колонку ферментный раствор диализуется для 
снижения ионной силы. Результаты очистки РНКазы Вас. interne - 
dius приведены в таблице 8.

Таким образом, был получен ферментный препарат в состоя - 
нии, близком к физической гомогенности (однороден при элект - 
рофорезе в ПААТ). Молекулярный вес фермента, определенный с
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Таблица 10

Очистка РНКазы Bac. inteimedius 7P

Стадии очистки

РНКаз­
ная 
актив­
ность 
сп. 
ед/мл

Удель­
ная 
актив­
ность 
на 
1 мг 
белка

Сте­
пень 
очи­
стки

Выход, 
%

Содержание в препаратах РНКазы, %

РНК­
аза 
кис­
лая

Экзо­
нукле­
аза

ДНКаза ФДЭаза ФМЭаза

Получение культуральной 
жидкости, свободной от 
микробных клеток 2800 84 1 100 100 100 100 100 100
Фракционирование сульфа­
том аммония и диализ 24118 709 8 46 26 39 29 30 34
Хроматография на 
колонке о ДЭАЭ- 
целлюлозой

I пик 12978 14917 177 27 0 3 2 0 0,3

II пик 11600 414 5 11 20 28 13 22 19
Хроматография на колонке 
с КМ-целлюлозой (I пик) 7956 44200 525 15 0 0 0 0 0,1
Рехроматография на колон­
ке с КМ-целлюлозой 8488 57351 681 13 0 0 0 0 0

Примечание. Активность определена по продуктам гидролиза, растворимым в 4% HClO4 с 0,1% 
уранилацетата. За единицу активности принято количество фермента, которое 
вызывает повышение оптического поглощения (ΔA260) на одну единицу шкалы 
спектрофотометра за час инкубации.



Таблица 11
Очистка нуклеазы Ser. marcescens Bu-2II АТСС-9986 [83.]

Стадии очистки

Нуклеазная актив­
ность, (сп. ед.) 
в мл, по действию 
на:

Удельная 
активность 

на1 мг 
белка

Степень 
очистки Выход,

%

Содержание в препара­
тах нуклеазы, %

ДНК PHK ФДЭаза ФМЭаза

Получение культуральной 
жидкости, свободной от 
микробных клеток 721 728 629 1 100 100 100
Фракционирование суль­
фатом аммония 22016 22660 3989 6 76 60 54
Гель-фильтрация на ко­
лонке с сефадексом G-75 5000 5500 35964 57 50 2,8 1
Хроматография на колон­
ке с ДЭАЭ-целлюлозой 4290 4831 325773 518 36 0,4 0
Концентрация на колонке 
с ДЭАЭ-сефадексом A-25 25975 30559 365808 581 23 0,15 0
Повторная гель-фильтра­
ция на колонке с сефа­
дексом G-75 и концент­
рация в вакууме 37238 41140 979726 1557 16 0 0

Примечание. ДНКазная и РНКазная активности определены по продуктам гидролиза, раство­
римым в 2%-ной HClO4 (КРП). За единицу активности принято количество фер­
мента, образующее одну сп. единицу КРП за час инкубации. Удельная актив­
ность, степень очистки и выход фермента рассчитаны по средним значениям 
ДНКазной и РНКазной активности.



помощью гельфильтрации на колонке с сефадексом, составляет 
IOOOO - IIOOO, изоэлектрическая точка - 8,6. Фермент отно­
сительно стабилен при кислых значениях pH.

Получение нуклеазы Ser. marcescens.

Выше указывалось, что Ser.marcescens обладает чрезвычай­
но высокой нуклеазной активностью. В связи с этим работы по 
препаративному получению и изучению этого фермента проводятся 
в разных научных лабораториях [206, 380, 381, 73, 74, 77 - 79, 
83 и др. ] .

Методика, результаты выделения и очистки нуклеазы из 
культуральной жидкости Ser.marcescens АТСС-9986 (собственные 
данные) суммированы в табл. II.

Высокоочищенный препарат хранится при -5° в течение 2-х- 
3-х месяцев в присутствии меркаптоэтанола и глицерина с неко­
торой потерей активности, гомогенен хроматографически и имеет 
молекулярный вес (определен по гельфильтрации) около 30000. 
Нуклеаза свободна от примесей ФМЭаз и содержит незначительную 
примесь ФДЭазной активности.

Американские авторы [380] предложили следующую методику 
очистки нуклеазы из культуральной жидкости Ser. marcescens, 
включающую семь стадий обработки (табл. 12).

Таблица 12
Очистка нуклеазы Ser. marcescens ATCC-274

*
п/п

Фракции Объем 
(мл)

Общая 
актив­
ность 
(ед.)

Общий 
белок 
(мг)

Удель­
ная ак­
тивность 
(ед/мг)

Выход (%) Отноше­
ние ак­
тивно­
сти на 
РНК/ДНК

1 Культуральная 
жидкость 1000 800000 4400 182 100 1,3

2 Осадок при вы­
саливании суль­
фатом аммония 
(40-80%) 24 480000 300 1590 60 1,2

3 После обессо­
ливания на 
биогеле P-6 123 492000 208 2360 61 1,2
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1 2 3 4 5 6 7 8

4 После фракцио­
нирования на 
амберлите 
IRC-50 305 381000 1,22 312000 48 1,3

5 После быстрой 
концентрации 
при 37° 12 225000 0,72 312000 29 1,2

6 После обессо­
ливания на 
биогеле P-6 40 228000 0,72 316000 29 1,1

7 После хромато­
графии на ДЭАЭ- 
сефадексе 53 201000 0,42 475000 25 1,2

Примечание. Активность определялась по продуктам гид­
ролиза, растворимым в 2%-ной HClO4. За 
единицу активности принято количество эн­
зима, которое повышает A260 на единицу за 
20 мин. при 37°C.

Культуральная жидкость освобождалась от бактериальных кле­
ток и осадка, выпавшего при 40% насышения сульфатом аммония, ко­
торое затем доводили до 80%. Осадок, образовавшийся при 80% на­
сыщения, собирался, растворялся в 24 мл 0,0511 трис-НС1-буфера 
(рн 8,2) с 0,001М MgCl2 и хранился при 4° без потери активно­
сти в течение нескольких месяцев. Эта фракция подвергалась 
обессоливанию на колонке с био-гелем Р-б (размер колонки 
2,5x45 ом, 300 мл био-геля, уравновешенного OtOIM Na-фосфатным 
буфером, pH 6,8. Элюция производилась тем же буфером со скоро­
стью 2 мл/мин. Фракции по 20 мл собирались с помощью коллекто­
ра). Активные фракции объединялись и подвергались хроматогра­
фии на колонке с амберлитом IBC-50 (колонка размером 5x12 см, 
IOO мл смолы, уравновешенной OtOIM Na-фосфатным буфером, pH 
6,8; элюция производилась OtIM NaCI в этом же буфере).На этой 
стадии происходит удаление 99% балластных белков.Активные фрак­
ции объединяли, концентрировали с помощью роторного вакуумного 
испарителя до 12 мл и обессоливали на колонке с био-гелем Р-6 
(размер колонки 1,6x12 см, 70 мл геля, уравновешенного 0,01 M
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Na-фосфатным буфером, pH 7,5). Обессоленные активные фракции 
объединялись и дополнительно очищались на колонке с ДЭАЭ-се- 
фадексом А-50 (размер колонки 2,5x36 см, 100 мл сефадекса, 
уравновешенного 0,01М ка-фосфатным буфером, pH 7,5, элюция 
о помощью линейного градиента концентрации NаС1 (0,0-0,5М)
в 500 мл уравновешивающего буфера; скорость элюции 0,5 мл/мин., 
фракции по 10 мл). Фермент элюировался при концентрации//аС1 
0,2511, степень очистки 2600 раз, выход - 25%. Ферментный пре­
парат почти не содержит ФМЭ- и ФДЭазной активности, которые 
отделяются при хроматографии на амберлите . Высокоочищенный 
препарат нестабилен при хранении; теряет 50% активности за 
неделю (при 4°); хранение в запаянных ампулах обеспечивает 
некоторую стабилизацию. Препарат имеет сравнительно высокую 
удельную активность - 475000 на миллиграмм белка, тогда как 
удельная активность кристаллической панкреатической РНКазы , 
РНКазы T1 и панкреатической ДНКазы 275000, 100000 и 50000ед. 
на миллиграмм ферментного белка соответственно.

Препараты нуклеазы из культуральной жидкости разных 
штаммов Ser. marcescens , полученные в нашей лаборатории и 
американскими авторами, имеют степень очистки примерно одно­
го порядка, практически лишены интерферирующих активностей, 
имеют высокую удельную активность и могут использоваться для 
аналитических и практических целей.

Получение 3* -экзонуклеазы Вас. subtilis

Наличие экзонуклеазы, гидролизующей ДНК и РНК, в куль - 
туральной жидкости Вас. subtilis Марбургского штамма было 
показана Накаи с соавторами [375].

Методика выделения и очистки: из 200 л культуральной 
жидкости получена нуклеаза, частично очищенная от сопутству­
ющих ферментов. Процедура очистки включает следующие опера­
ции: фракционное высаливание сульфатом аммония (0,26 - 0,66 
насыщения) и диализ. Хроматография на колонке с ДЭАЭ-целлю - 
лозой (размер колонки 0,7x11,2 см; уравновешена 0,01М ацетат­
ным буфером pH 6,0; элюция в линейном градиенте от 0,01М до 
0,34М ацетатного буфера, pH 6,0; элюционные сосуды содержат 
по 50 мл соответствующего буферного раствора; скорость элю - 
ции б мл/час при 15°С. фракции объемом по 2 мл). Во фракциях 
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определяли РНКазную активность при pH StO и 9,3 и ДНКазную ак­
тивность при pH 9,3. Как показано на рис. 4, нуклеазы разделя­
ются на 2 пика. Первый двойной пик, элюирующийся при концент­
рации буфера 0,13 - 0,15М, содержит РНКазную и ДНКазную актив­
ность при pH 9,3; второй пик, элюирующийся при концентрации 
0,22 - 0,26 М, содержит РНКазу, активную при pH 5,0. Подробно 
анализировался фермент,содержащий ДНКазную и РНКазную актив­
ность (I пик).

Рис. 4.

Хроматография на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой 
внеклеточных нуклеодеполимераз Bac. subtilis M 
I — Са2+-зависимая РНКаза, 2 — Са2+-зависи­
мая ДНКаза, 3 — кислая РНКаза, 4 — белок [335].

Материал первого пика рехроматографировался дважды на колон­
ках с ДЭАЭ-целлюлозой. Рехроматография проводилась в тех же 
условиях, что и хроматография; несколько изменен градиент 
(0,07 - 0,25М). Удельная активность нуклеазы повысилась в 82 
раза, выход составил 3,3%. Отношение РНКазной и ДНКазной ак-
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Таблица 13

Очистка нуклеазы Bac. subtilis M.

№ 
п/п Фракции

Объем, 
мл 

∙103

Активность ферментов
Содержание 
белка, мг

Удельная 
актив.: на мг 

белка
Выход, % Степень 

очистки 
(сред­
ние дан­
ные)

РНКаза 
(pH 5,0)

РНКаза 
(pH 9,3)

ДНКаза 
(pH 9,3)

ФДЭаза 
(pH 7,0)

на 
мл.

Общ. 
кол- 
во 
∙105

на 
мл.

общ. 
кол- во 
∙105

на 
мл.

общ. 
кол- 
во
∙105

на 
мл.

общ. 
кол- 
во ∙105

на 
мл.

общ. 
кол- 
во 
∙103

РНКаза 
(pH 
9,3) 
∙102

ДНКаза 
(pH 
9,3) 
∙102

РНК­
азы

ДНК­
азы

(pH 9,3)

I Культураль­
ная жидкость

200 31 62 28 56 25 50 69 138 1,3 256 0,21 0,19 100 100 1,0

II Фильтрат при 
0,26 насыще­
ния сульфатом 
аммония

230 25 57 22 49 17 39 45 105 0,8 181 0,27 0,21 88 78 1,3

III Раствор фрак­
ции, осажден­
ной при 0,26- 
0,66 насыще­
ния сульфатом 
аммония

4 1380 55 950 38 825 33 2100 84 33,1 132 0,29 0,24 68 66 1,4

IV Фильтрат диа­
лизата фрак­
ции III

5 980 49 680 34 500 25 1260 63 23,0 115 0,30 0,23 61 49 1,4

V Первая хрома­
тография на 
колонке с ДЭАЭ- 
целлюлозой

0,4 0 0 2400 9,5 2050 8,2 350 1,4 19,6 7,9 1,22 1,04 17,0 16,4 5,5
0,9 4400 39,5 535 4,8 210 1,9 680 6,1 18,1 16,3 0,29 0,11 8,6 5,8 —

VI Первая рехро­
матография на 
колонке с ДЭАЭ 
целлюлозой 
(I пик)

0,125 0 0 2900 3,6 2500 3,1 200 0,25 2,3 0.3 12,6 10,9 6,4 6,2 59

VII Вторая рехро­
матография на 
колонке с ДЭАЭ 
целлюлозой (I пик)

0,06 0 0 3160 1,90 2750 1,65 200 0,12 1,8 0,11 17,5 15,2 3,4 3,3 82

Примечание. I. Таблица приводится выборочно. Исключены данные, касающиеся очистки II пика. 2. Актив­
ность РНКаз и ДНКазы определялась по оптической плотности кислоторастворимой фракции 
при 260 нм по действию на денатурированную ДНК и высокоочищенную РНК; ФДЭазная актив­
ность — по действию на модельный субстрат БНФФ. 3. Степень очистки рассчитана нами по 
удельной активности.

Примечание оцифровщика: На 7 этапов очистки в таблице в оригинале 8 строк цифр, причём из контекста непонятно, к 
какому из этапов относится лишняя строка. 5-6 строки располагаются ближе к V этапу, поэтому я оставил это так, условно 
предположив, что имелись в виду I и II пики первой хроматографии.
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тивности (при pH 9,3) на всех этапах очистки остается постоян­
ный (1,1). Фермент содержит незначительную примесь неспецифи - 
ческой ФДЭазы (0,09% по сравнению с культуральной жидкостью), 
причем ФДЭаза имеет оптимум pH действия при 7,0.

Результаты очистки 3* -экзонуклеазы Марбургского штамма 
Вас. subtilis суммированы в таблице 13.

Аналогичный фермент выделен из культуральной среда вас. 
subtilis sb 19 [301, 302] . Процедура очистки включает кон - 

центрацию белка сульфатом аммония (600 г/л); осаждение ацето - 
ном, повторное осаждение сульфатом аммония (22 г /90 мл); хро­
матографию на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой (2,5x11 см., уравнове­
шена 0,01М трис-малеатным буфером, pH 7,1 элюция сначала про - 
изводится 465 мл 0,075М буфера, затем в линейном градиенте: по 
500 мл 0,075М и 0,2М трис-малеатного буфера, pH 7,1; скорость 
элюции 30 мл/час; фракции по 10 мл), рехроматографию на ДЭАЭ- 
целлюлозе; фракционирование на сефадексе G - 200 (колонка 2х 
85 см, 10г сефадекса G -200, уравновешенного 750 мл 0,025 М 
трис-малеатного буфера pH 7,1, элюция этим же буфером со ско - 
ростью 5-6 мл/час). Результаты очистки представлены в табли­
це 14. Фермент очищен в 70 раз, выход составил 10%. При хране­
нии препарата при 0 или -20° около года активность уменьшается 
в 2 раза. Несмотря на то, что степень очистки нуклеазы сравни­
тельно невелика, фермент содержит незначительную примесь ин - 
терферирующей фосфатазной активности, имеет высокую удельную 
активность, сравнительно стабилен при хранении и может исполь­
зоваться для аналитических и практических целей.

Выше мы привели методические прописи выделения и очистки 
внеклеточных нуклеодеполимераз ряда бактерий. Не надо думать, 
что в настоящее время не разработаны метода препаративного по­
лучения внутриклеточных нуклеаз. Некоторые из них получены в 
высокоочищенном и даже физически и функционально гомогенном со­
стоянии. Достаточно назвать экзонуклеазы, ассоциированные с 
ДНК-полиМеразами Е. coli и Mier, lysodeikticus, очищенные до 
гомогенного состояния; АТФ-зависимые ДНКазы ряда бактерий, ко­
торые, несмотря на высокую лабильность, очищены более чем в 
1000 раз и др.

Способы получения разных нуклеаз в основном одинаковы(ис- 
ключая этап разрушения клеток при выделении внутриклеточных
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Таблица 14

Очистка нуклеазы Bac. subtilis SB 19.

№ 
п/п Фракции

Общая 
актив­
ность,* 
ед.∙10-3

Удель­
ная ак­
тивность, 
ед./мг 
белка

Отношение активно­
сти на денатуриро­
ванной ДНК к актив­
ности на:
натив­
ная 
ДНК

PHK фосфа­
таза

I Культуральная 
жидкость 938 211

— — —

П Концентрация 
культуральной 
жидкости 800 330 4,5 1,0 2,4

Ш Осаждение 
ацетоном 582 700 3,6 1,2 22,0

1У Повторное оса­
ждение сульфа­
том аммония 336 700 3,8 1,0 39,0

У Хроматография 
на ДЭАЭ целлю­
лозе
Пик I 132 (2) 3080 4,2 1,6 34,0
Пик П 99 (2) 6600 3,8 2,1 390,0

У1 Хроматография 
на сефадексе 

G-200
Пик П 51 (2) 15000 4,0 2,0 3750,0

* Активность определялась с денатурированной ДНК в каче­
стве субстрата. За единицу активности принято образование 10 
ммкмолей кислоторастворимых нуклеотидов за 30 мин. при 37°.

нуклеаз). Меняются лишь условия фракционирования и последова­
тельность отдельных операций. Все это в каждом отдельном слу­
чае определяется свойствами исходного биологического материа­
ла, физико-химическими свойствами выделяемого фермента и, ес­
тественно, теми задачами, ради решения которых предпринима­
ется получение данного фермента. Поэтому мы ограничились тем, 
что в настоящей главе описали наиболее типичные случаи очист­
ки нуклеаз с различными физико-химическими свойствами.



IV. БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА
НУКЛЕОДЕПОЛИМЕРАЗ БАКТЕРИЙ

1. Анализ методов изучения биохимических
свойств нуклеодеполимераз

Несмотря на чрезвычайную сложность изучения биохимиче - 
ских свойств ферментов, катализирующих реакции деполимериза­
ции таких высокомолекулярных биополимеров, каковыми являются 
нуклеиновые кислоты, методическое решение этой задачи не по­
лучило должного обобщения и анализа. В связи с этим мы счи­
тали необходимым специально остановиться на данном вопросе.

В настоящем разделе приводятся различные методы изуче - 
ния биохимических свойств нуклеодеполимераз. На основании 
собственного опыта экспериментальной работы и изучения лите­
ратуры обсуждаются достоинства и ограничения отдельных мето­
дов. Дается сравнительный анализ, методики изучения субстрат­
ной специфичности ДНКаз и РНКаз.

Изучение специфичности нуклеодеполимераз по 
отношению ко вторичной структуре нуклеиновых 

кислот
Изучение специфичности ДНКаз по отношению ко вторичной 

структуре ДНК производится путем сравнительного анализа ди­
намики гидролиза нативной' ДНК и ДНК, денатурированной на­
греванием [202]. Следует учитывать, что, по данным некоторых 
исследователей, существует так называемый lag -период,ког­
да на первых этапах реакции один из субстратов гидролизует­
ся с меньшей скоростью, однако на последующих этапах реакции 
скорости гидролиза обоих субстратов выравниваются.

Для выяснения чувствительности РНКаз ко вторичной струк­
туре субстрата изучают динамику гидролиза РНК в присутствии 

ug2+ как агента, стабилизирующего вторичную структуру РНК, 
,и в его отсутствие,либо используют в качестве субстрата ви­
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русные РНК, имеющие двуспиральные молекулы [392, 120 и др.]

Исследование характера и механизма 
ферментативной атаки

Для установления типа действия нуклеодеполимераз приме - 
няется метод, предложенный Ласковским [316 - 318]. Метод ос­
нован на том, что при воздействии на нуклеиновые кислоты раз­
ных по характеру атаки нуклеаз происходит специфическое изме­
нение физических свойств субстрата. Ферменты экзонуклеолити - 
ческого типа действия производят последовательное отщепление 
мононуклеотидов или коротких олигонуклеотидов с конца цепи 
ДНК, что приводит к сравнительно быстрому образованию кис­
лоторастворимых производных ДНК. Напротив, ферменты эндонук - 
неолитического типа действия расщепляют макромолекулу ДНК на 
крупные олигонуклеотиды, в результате чего при снижении вяз­
кости ДНК вдвое образуется не более 5 - 10% кислотораствори­
мых нуклеотидов. В связи с этим параллельный учет динамики 
увеличения количества кислоторастворимых продуктов гидролиза 
и снижения вязкости растворов ДНК (см.рис.I) может дать пред­
ставление о характере действия фермента на субстрат. Сопоста­
вляя характер кривых с таковым для ДНКазы I("двуударный" ме­
ханизм атаки) и ДНКазы П ("одноударный" механизм атаки), мож­
но установить механизм гидролиза двуспиральной ДНК исследуе - 
мым ферментом. На рис.5 показаны экспериментальные данные,по­
лученные нами с ДНКазой Вас. mesentericus, по которым 
был установлен "двуударный" механизм атаки ДНК данным фермен­
том.

Другой метод, предложенный Берри и Кэмпбеллом [168], за­
ключается в том, что параллельно учитывается нарастание двух 
фракций в гидролизате - растворимой в 4%-ной ТХУ и раство - 
римой в 4%-ной ТХУ с 0,1% уранил-ацетата. В последнем реа­
генте растворяются в основном моно- - гексануклеотиды,в пер - 
вом - более крупные фрагменты. В случае эндонуклеолитичес - 
кого гидролиза количество компонентов первой фракции нараста­
ет значительно быстрее, чем второй. При экзонуклеолитическом 
гидролизе нарастание обеих фракций происходит одновременно 
(см.рис.6). Метод применим и при изучении типа действия РНКаз.
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Рис.5
Изменение вязкости раствора ДНК (ηt/η1) 
относительно количества кислоторастворимых 
продуктов (КРП) гидролиза при воздействии 
ДНКазой Вас. mesentericus (1), ДНКазой I 

(2) и ДНКазой II (3).

Представление о характере гидролиза HK ферментом дает иссле­
дование изменения молекулярного веса гидролизата в процессе 
реакции по характеру хроматографического профиля при гельфиль­
трации на колонках с сефадекоами [174]. И, наконец, наиболее 
точные выводы о характере действия ферментов можно сделать, 
имея в своем распоряжении нуклеиновые кислоты с замкнутой 
кольцевой структурой, которые атакуются только эндонуклеазами.
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Рис. 6
Накопление продуктов гидролиза, растворимых в 
4% HClO4 (1), в 4% HCIO4 с 0,125% уранил­
ацетата (2) в 5% ТхУ с 0,1% уранилацетата (3), 
при воздействии на нативную ДНК нуклеазой

Количественная и качественная оценка 
продуктов ферментативного гидролиза 

нуклеиновых кислот

Ферментативный гидролизат нуклеиновых кислот представляет 
собой либо смесь мононуклеотидов, если в реакции участвовал 
фермент экзонуклеолитического типа действия, либо смесь оли­
гонуклеотидов разной степени полимерности, если в реакции 
участвовала эндонуклеаза. Во втором случае анализ гидролизата 
начинается с фракционирования его на олигонуклеотиды, однород­
ные по длине цепи.
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Томлинсон и Тенор [5061 предложили метод, сущность ко­
торого в том, что при разделении смеси олигонуклеотидов на 
анионообменнике в присутствии мочевины почти полностью исклю­
чается вторичное взаимодействие гетероциклов с ионообменни - 
ком. Преобладающее взаимодействие, от которого зависит по­
следующая элюция, - адсорбция за счет отрицательно заряжен - 
ных фосфатных групп олигонуклеотидов. Чем больше зарядов,тем 
прочнее связь нуклеотида с материалом анионообменника и со­
ответственно труднее элюция. Разделение, таким образом, про­
исходит строго в зависимости от числа фосфатных групп. Этот 
метод используется в ряде лабораторий, в том числе и в нашей, 
для разделения продуктов ферментативного гидролиза НК. Сле­
дует учитывать, что 7М мочевина не полностью подавляет вто­
ричное взаимодействие, особенно связывание олигорибонуклео - 
тидов с ДЭАЭ-целлюлозой, поэтому для разделения ферментатив­
ных гидролизатов PHK лучше использовать ДЭАЭ-сефадекс. В на­
ших экспериментах для фракционирования ферментативных гидро- 
лизаторов PHK и ДНК применяются колонки с ДЭАЭ-сефадексом 
А-25, средним.

В табл.15 приводятся величины концентраций, при которых 
элюируются разные фракции нуклеотидов.

Таблица 15

Элюция олигонуклеотидов разной степени 
полимерности с колонки ДЭАЭ-сефадекса 
A-25 в системе 7М мочевины

Нуклеотиды Концентрация 
NaCl (М)

Нуклеозид­
дифосфаты

Концентрация
NaCl (М)

Моно- 0,060 Моно- 0,065
ди- 0,110 ди- 0,130
три- 0,150 три- 0,170
тетра- 0,185 тетра- 0,200
пента- 0,215 пента- 0,220
гекса- 0,230 гекса- 0,240
гепта- 0,245 гепта- 0,255
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По суммарным экстинкциям при 260 нм рассчитывает процент­
ные соотношения каждой франции в гидролизате. Для уточнения 
степени полимерности нуклеотидов производят количественное 
определение фосфора после дефосфорилирования фосфатазой в. coli 
и после полного гидролиза. В мононуклеотидной фракции отноше- 
ние концевого фосфата ко всему фосфату равно I, в динуклеотид- 
ной фракции - 1/2, в тринуклеотидной - 1/3 и т.д. Метод позво­
ляет разделить сложные смеси олигонуклеотидов, содержащие до 
семи и более мономеров (рис. 7).

Перед последующим анализом фракции олигонуклеотидов под - 
вергаются обессоливанию.

Рушицким и Собером [444] предложен метод обессоливания 
нуклеотидного материала с использованием колонок с ДЭАЭ-целлю­
лозой или ДЭАЭ-сефадексом. Сущность метода состоит в примене - 
нии в качестве элюирующего агента карбоната аммония - легкора­
створимой и летучей соли. Указанный метод нашел широкое при - 
менение в лабораторной практике.

Обессоленные нуклеотидные фракции, однородные по числу 
фосфатных групп и гетерогенные по составу оснований, подверга­
ют дальнейшему разделению на компоненты, однородные по нуклео­
тидному составу. Фракционирование проводится на колонках с 
ДЭАЭ-сефадексом при кислых значениях pH [87] . В наших экспе - 
риментах дальнейшему разделению подвергается только мононуклео- 
тидная фракция. По количеству отдельных нуклеотидов в послед - 
ней судят о специфичности фермента к природе оснований.

Смесь мононуклеотидов может быть разделена либо методом 
бумажной хроматографии и электрофореза, либо методом колоноч - 
ной хроматографии. Основные принципы методов бумажной хромато­
графии нуклеотидов подробно изложены в нескольких методических 
статьях (352, 126, 35, 67] . Нами применяется метод бумажной 
одномерной и двумерной хроматографии в следующих системах ра - 
створителей:

1) бутанол-этанол-IM ацетатноаммиачный буфер, pH 3,7 (10:
40:20 по объему) [125] ;

2) этанол-1И ацетатноаммиачный буфер, pH 7,5 (70 : 50 )
[408] ;

3) насыщенный сульфат аммония - 0,1М цитратный буфер, pH
6,3 , - изопропанол (80:18:2) [352] а
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4) изомаслянная кислота - O,5HNH^OH (10:6), pH 3,6-
3,7 [37].

5) изопропанол - концентрированный аммиак - вода (7:1:2),
[427] .

Величины Hf оснований, нуклеозидов и мононуклеотидов при­
ведены в таблице 16.

Опыт экспериментальной работы показывает, что дезоксири­
бомононуклеотиды наиболее четко фракционируются в системе 
растворителей, предложенной Феликсом с соавторами [218] при 
двумерной хроматографии, в I направлении - в растворителе 2 
и во П направлении - в растворителе 3. Рибомононуклеотиды хо­
рошо фракционируются при использовании последовательно следу­
ющих систем растворителей: I или 2 и 4.

Идентификация мононуклеотидов после хроматографического 
разделения мононуклеотидных фракций гидролизата или суммарной 
хроматографии его производится по специфическим спектрам по­
глощения элюатов из соответствующих пятен [41] и по положению 
на хроматограмме относительно свидетелей.

Удобный и сравнительно несложный метод предложен Блатт - 
нером и Эриксоном (I960)для разделения сложной смеси мононук - 
леотидов [176] . Смесь 5 -мононуклеотидов разделяется на ко - 
лонке 0,8х 40 см, заполненной дауэксом - 50x4 - 200 - 400меш. 
Элюцию нуклеотидов проводят 0,1М аммиачно-муравьинокислым бу­
фером pH 3,2.

Для разделения смеси ^-мононуклеотидов применяют колонку 
0,8 х 85 см, заполненную той же смолой. В качестве элюирующе­
го агента используют 0,25 М аммиачно-муравьинокислый буфер , 
pH 4,1.

Порядок элюции разных нуклеотидов приведен на рисунке 8.
В настоящее время все большую популярность приобретает 

метод тонкослойной хроматографии нуклеотидов [423, 7 и др.] .
Для определения специфичности нуклеодеполимераз к осно - 

ваниям изучается также суммарный нуклеотидный состав олигонук- 
леотидных фракций. Обессоленные олигонуклеотидные фракции фер­
ментативного гидролизата после предварительного гидролиза до 
оснований разделяются на хроматографической бумаге [37, 60 , 
П4] .
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Рис. 7
Хроматография продуктов ферментативного (ДНКаза Bac. mesentericus) 
гидролиза ДНК на колонке о ДЭАЭ-сефадексом A-25. Размер колонки 
1×20 см, элюция в градиенте концентрации NaCl (0,0-0,3М) в 
7М мочевине, pH 7,5. Фракции I-VII соответствуют моно — гепта­
нуклеотидам.



Таблица 16

Величины Rf оснований, нуклеозидов и 
нуклеотидов при хроматографии на бумаге 

в разных системах растворителей

Наименование 
соединений

Растворители:

1 2 3 4 5

Аденин 0,70 — 0,18 — —
Урацил 0,72 — — — —
Гуанин 0,50 — 0,22 — —
Тимин 0,78 — 0,43 — —
Цитозин 0,62 — 0,70 — —
Д-аденозин 0,72 0,52 0,14 — —
Д-уридин 0,81 — 0,60 — —
Д-тимидин 0,85 0,71 0,40 — —
Цитидин 0,63 0,58 0,67 — —
Гуанозин 0,54 0,50 0,35 — —
5'-д-АМФ 0,44 0,25 0,30 0,64 —
5'-д-ГМФ 0,30 0,23 0,41 0,36 —
5'-д-ЦМФ 0,40 0,28 0,68 0,48 —
5'-д-ТМФ 0,52 0,44 0,54 0,57 —
5'-УМФ 0,39 — 0,71 0,42 —
5'-ГМФ 0,26 — 0,50 — —
3'-(2')-ГМФ 0,32 — 0,40-0,51 0,48 0,06
2',3'-ГМФ 0,25
3'-(2')-ЦМФ 0,39 — 0,77 0,59 0,10
2',3'-ЦМФ 0,32
5'-АМФ 0,34 — 0,35 — —
3'-(2')-АМФ 0,37 — 0,18-0,27 0,71 0,11
2',3'-АМФ 0,48
3'-(2')-УМФ 0,14
2',3'-УМФ 0,39
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Рис. 8.
Фракционирование рибонуклеотидов (А) и дезоксири­
бонуклеотидов (Б) на колонке о Дауэкс-50×4 (200- 
400 меш.).



При изучении субстратной специфичности эндонуклеаз воз­
никает необходимость анализа концевых нуклеотидов в олигонук- 
леотидных фракциях гидролизата, поскольку мононуклеотидная 
фракция, получаемая в небольших количествах, не всегда может 
быть идентифицирована. Последовательно обрабатывая гидролизат 
специфическими ФМЭазами и ФДЭазами, можно идентифицировать 
нуклеотиды, расположенные на фосфорилированном и на гидроксиль­
ном концах олигонуклеотидов.

C гидролизатами ДНК эксперимент проводится согласно сле­
дующим схемам:
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После проведения указанных на схемах операций фермен­
тат подвергают разделению на хроматографической бумаге (дву­
мерная хроматография в системах растворителей П и Ш) и конце­
вые нуклеотиды идентифицируют по нуклеозидной фракции.

С ферментативными гидролизатами РНК эксперимент прово­
дится по следующим схемам:

При анализе концевых нуклеотидов вферментатах перед добав­
лением ФДЭаз необходимо тщательно инактивировать ФМЭазу Е. coli. 
В связи с тем, что этот фермент отличается высокой термоста-
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бильностью, его инактивация достигается при автоклавировании 
в течение 10 мин. при 1/2 атмосферы.

К оценке результатов анализа концевых нуклеотидов следу­
ет подходить крайне осторожно. Малейшие примеси эндонуклеаз - 
ной активности в препаратах ФДЭаз и ФМЭаз могут внести суще­
ственную ошибку.

Определение специфичности нуклеодеполимераз 
по отношению к 3 - или 5 -фосфодиэфирным 

связям
Известно, что деполимеразы нуклеиновых кислот строго спе­

цифичны по отношению к положению фосфорного остатка, образую­
щего эфирную связь. Определить природу разрываемой связи мож­
но по положению концевого фосфата в нуклеотидах, образующихся 
при гидролизе нуклеиновых кислот. Для этого продукты фермен­
тативного гидролиза инкубируются в присутствии 5* -нуклеоти - 
дазы яда змей и неспецифической фосфатазы E.coli . Не менее 
распространен способ идентификации положения концевого фосфа­
та с помощью ФДЭазы змеиных ядов, атакующей 5*-олигонуклео  - 
тиды значительно быстрее 3’-олигонуклеотидов.

Анализ количества расщепленных в ДНК 
ФДЭ связей определенной химической природы

Потером [3741 предложен метод количественного определе - 
ния Пир-ф-Пур- или Пур-ф-Пир- связей ДНК, расщепленных 
ДНКазами типа панкреатической или селезеночной соответствен­
но. Метод основан на том, что при воздействии на фермента - 
тивные гидролизаты ДНКреактивом Бертона (3%-ный дифениламин в 
85%-ной муравьиной кислоте) за счет разрушения пуринов осво­
бождается Фн в количестве, адекватном числу гидролизованных 
связей. Если ДНКаза атакует - ФДЭ связи, то Фн освобожда­
ется в случае предсуществующих разрывов Пир-ф-Пур-связей; при 
атаке 5’-ФДЭ связей освобождение Фд происходит за счет пред­
существующих разрывов Пур-ф-Пир-связей. Указанный метод явля­
ется единственным известным в литературе прямым методом ана­
лиза количества гидролизованных ДНКазой ФДЭ-связей определен­
ной химической природы. Мы используем этот метод для характе­
ристики ДНКаз бактерий [82].
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Для количественного определения расщепления ферментами 
Пир-ф-Пир- и Пур-ф-Пур-связей ДНК нами используется в каче­
стве субстратов апуриновая и апиримидиновая ДНК [II, 12]. 
После гидролиза модифицированных ДНК в оптимальных услови­
ях при длительной инкубации и избыточных концентрациях фер­
мента, количество гидролизованных связей определяется по от­
ношению фосфора концевого фосфата к общему фосфору.

В заключение следует отметить, что описанные экспери­
менты дают достаточно полную информацию о характере атаки, 
месте атаки и специфичности фермента по отношению ко вторич­
ной структуре нуклеиновых кислот и к природе оснований, при­
легающих к ФДЭ-связям, т.е. об основных каталитических свой­
ствах нуклеаз.

2. Основные группы нуклеодеполимераз
сапрофитных бактерий

Согласно основным принципам классификации нуклеодепо­
лимераз, изложенным в первой главе, бактериальные ферменты 
классифицируются на три большие группы: ДНКазы, РНКазы и ну­
клеазы, имеющие ряд подгрупп. В настоящем разделе детально 
описываются нуклеодеполимеразы сапрофитных бактерий, причем 
материал расположен согласно указанному выше делению фермен­
тов на группы и степени изученности отдельных нуклеодеполи­
мераз.

А. Дезоксирибонуклеазы

Дезоксирибонуклеинат-5-олигонуклеотидогидролазы 
КФ 3.1.4.5

а) Эндонуклеаза I Escherichia coli

Фермент выделен из бесклеточных экстрактов Е.coli и изу­
чен группой исследователей, возглавляемой Леманом [327, 328]. 
Максимальная активность эндонуклеазы I проявляется при pH 
8,0 в присутствии Mg2+ или Мп2+ . Фермент ингибируется 
небольшими количествами РНК, равна 10”®М.

Сравнительное изучение механизма действия ферментов по­
казало, что кинетика гидролиза ДНК эндонуклеазой I подобна 
кинетике гидролиза ДНК "кислыми" ДНКазами селезенки и ти-
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муса животных. Механизм гидролиза ДНК "одноударныйэндонукле­
олитический. Нативная ДНК гидролизуется в 7 - 10 раз быстрее, 
чем денатурированная нагреванием. Продукты гидролиза имеют 
среднюю длину цепи 7 нуклеотидных единиц и содержат 5*-фосфо-  
моноэфирные концевые группы. Строгой специфичности по отноше­
нию к природе оснований не наблюдается. Относительно устойчи­
выми оказались связи типа дфА - фН. В комплексе с тРНК эндо­
нуклеаза I проявляет т.н. "nicking' - активность, т.е. произ­
водит единичные разрывы двуспиральных ДНК [167,190, 488, 235].

б) Эндонуклеаза I Proteus mirabilis
Из гомогената клеток Pr. mirabilis выделена ДНКаза, сход­

ная по основным ферментативным свойствам с эндонуклеазой I 
Е. coli[2I5, 216]. Фермент имеет оптимум pH выше 10,0, акти­
вируется Mg2+. Атакует одно- и двуспиральные высокомолекуляр­
ные ДНК с образованием кислоторастворимых продуктов гидролиза. 
Ингибирующее влияние оказывает Са2+ , высокие концентрации 
NaCi , а также тРНК. При добавлении в инкубационную смесь 
тРНК наблюдается образование комплекса фермент - РНК. Ката­
литические свойства такого комплекса существенно отличаются 
от свойств свободного фермента, а именно: фермент приобретает 
способность производить единичные двуцепочечные разрывы ДНК, 
которым предшествуют одноцепочечные разрывы. ДНК разных типов 
(двуспиральная хромосомальная ДНК Рг. mirabilis, сверхспираль­
ная двуцепочечная ДНК Col в , репликативная форма ДНК фага 
|рх-174) атакуется с образованием гомогенных фрагментов с коэф­
фициентом седиментации 8S. Механизм изменения каталитических 
свойств ДНКазы под воздействием тРНК не изучен.

в) Внеклеточные дезоксирибонуклеазы 
споровых бактерий

В культуральных жидкостях ряда споровых бактерий (Вас. 
quercifolius, Вас. amylozyma, Вас. mesentericus, Вас. subtilis 
и др.), обнаружены ДНКазы,которые по основным свойствам сходны 
с эндонуклеазой I Е. coli и Рг. mirabilis, а именно: атакуют 
нативную и денатурированную ДНК при щелочных значениях pH в 
присутствии Mg2+ или Мп2+. Характер атаки эндонуклеолити - 
ческий, скорость гидролиза нативной ДНК несколько больше ско- 
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роста гидролиза денатурированной. ДНКазы гидролизуют ДНК по 
3’-ФДЭ связям с образованием небольшого количества 5* -монону­
клеотидов (0,5 - 2,5%) и 5* -олигонуклеотидов разной степени 
полимерности. В отличие от эндонуклеазы I механизм атаки дву­
спиральных ДНК у этих ферментов сходен с таковым у панкреати­
ческой ДНКазы [34, 112, 51, 52, 28, 125 - 125 и др.].

Остановимся несколько подробнее на свойствах ДНКаз Вас. 
mesentericus и Вас. subtilis, изученных нами [80, 125, 124].

Биохимические свойства ДНКазы
Вас. mesentericus

Максимальная активность ДНКазы Вас. mesentericus про­
является при pH 9,0 в^трис-HCI и боратном буферном раство­
рах, в присутствии Mg2+ или других Ме^+ (Мп , Hi2+, Zn2+) 
в концентрации, соответствующей молярному отношению Mg2+ к 
фосфору ДНК, равному 3:1. ЭДТА вызывает полное ингибирова­
ние фермента. Частичное ингибирование вызывает неорганический 
фосфат и нуклеозидмонофосфаты. Концентрация субстрата в 
реакционной смеси выше 2,0 - 3,5 мг/мл, несколько тормозит 
активность фермента.

ДНКаза Вас. mesentericus атакует нативные и денатури­
рованные ДНК с предпочтением, на ранних этапах реакции, к на­
тивным структурам.

Согласно данным, приведенным на рис. 5, фермент обладает 
эндонуклеолитическим действием, двуударным механизмом атаки 
двуспиральной ДНК.

Результаты определения количества олигонуклеотидов раз­
ной степени полимерности и расчет распределения разрывов цепи 
ДНК приведены в таблице 17. Распределение разрывов не соответ­
ствует среднестатистическому [33].

Фермент атакует 5’- ФДЭ связи ДНК. Результаты определе - 
ния нуклеотидного состава разных фракций ферментативного гид­
ролизата ДНК представлены в таблице 18. По мере увеличения 
полимерности фракций отношение суммы аденина и тимина к сум­
ме гуанина и цитозина в них уменьшается. На ранних стадиях 
гидролиза кислоторастворимые и концевые фракции гидролизата 
содержат аденина и тимина больше, чем гуанина и цитозина. Эти
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Таблица 17

Распределение УФ-поглощающего материала во 
фракциях, однородных по числу нуклеотидов, 
в гидролизате ДНК, полученном при помощи

ДНКазы Bac. mesentericus

Фракции A260, 
%

Мольные доли нук­
леотидов в %

Отношение 
I/IIэкспери­

менталь­
ные дан­
ные (I)

теорети­
ческие 
данные
(II)

Мононуклеотиды 4,0 4,00 4,00 1,00
Динуклеотиды 4,2 2,10 3,20 0,66
Тринуклеотиды 7,0 2,33 2,56 0,91
Тетрануклеотиды 11,0 2,75 2,05 1,35
Пентануклеотиды 16,2 3,24 1,64 2,00
Гексануклеотиды 14,1 2,35 1,31 1,80
Гептануклеотиды 21,1 3,01 1,05 2,87

Таблица 18

Характеристика гидролизата ДНК, полученного 
при помощи ДНКазы Bac. mesentericus

Фракции гидроли­
зата ДНК

Нуклеотидный состав, 
мкмоль-%

А+Т/ 
Г+Ц

Г А Ц Т

Мононуклеотиды 20,35 24,02 16,03 39,60 1,76
Динуклеотиды 27,00 25,30 24,50 23,20 0,94
Тринуклеотиды 30,10 20,60 27,30 22,00 0,74
Тетрануклеотиды 32,50 18,10 29,00 20,40 0,62
Пентануклеотиды 36,90 13,40 33,70 16,00 0,41
Гексануклеотиды 39,30 11,80 35,80 13,10 0,33
Гептануклеотиды 40,10 10,00 37,00 12,90 0,29
Кислотораствори­
мые олигонуклео­
тиды

2% 19,10 31,40 14,00 35,50 2,01
8% 20,80 29,30 14,50 35,40 1,83

26% 21,70 30,00 12,30 36,00 1,94
Концевые нуклео­
тиды (КРП-6%)

5'- 22,10 27,00 19,10 31,80 1,42

3'- 17,80 35,60 26,70 19,90 1,24

- 107 -



данные позволяют сделать заключение о предпочтительном гидро­
лизе ферментом межнуклеотидных связей типа дфН-фА и дфН-фТ.

При глубоком гидролизе фермент расщепляет 20 - 25% всех 
3-ФДЭ связей ДНК, слабо гидролизует ее модифицированные произ­
водные - апуриновую и апиримидиновую ДНК (6,0-8,5%). ФДЭ свя­
зи типа Пир-ф-Пур гидролизует на 4,5-5,0%.

Биохимические свойства ДНКазы 
Вас. Subtllis

Каталитические свойства ДНКазы Вас. subtilis аналогичны 
свойствам ДНКазы Вас. mesentericus: оптимум pH - 9,0, акти­
ваторы - Mg2+ и другие Me2+, ингибиторы - ЭДТА, нуклеозидмо­
нофосфаты, неорганический фосфат, высокие концентрации субстра­
та.

На ранних этапах реакции фермент быстрее гидролизует натив­
ную ДНК,обладает эндонуклеолитическим характером и двуударным ме­
ханизмом атаки двуспиральной ДНК. ДНКаза Вас. subtilis, как 
и ДНКаза Вас. mesentericus, гидролизует 3-ФДЭ связи ДНК.

Таблица 19
Распределение УФ-поглощающего материала во 
фракциях, однородных по числу нуклеотидов в 
гидролизате ДНК, полученном при помощи 

ДНКазы Bac. subtilis

Фракции
A260, 

%

Мольные доли 
нуклеотидов в % Отноше­

ние 
I/II

экспери­
менталь­
ные дан­
ные (I)

теорети­
ческие 
данные 

(II)

Мононуклеотиды 3,0 3,0 4,90 0,61
Динуклеотиды 6,0 3,0 3,82 0,78
Тринуклеотиды 9,0 3,0 2,98 1,00
Тетрануклеотиды 12,0 3,0 2,32 1,29
Пентануклеотиды 16,0 3,2 1,81 1,77
Гексануклеотиды 13,0 2,1 1,41 1,49
Гепта-, окта- и 
более полимерные 
нуклеотиды 41,0 5,0

—
—
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В таблице 19 приведены данные количественного содержания 
отдельных фракций гидролизата. Показано, что распределение 
разрывов цепи ДНК отклоняется от среднестатистического.

Характеристика разных фракций гидролизата приведена в 
таблице 20. По этим данным можно сделать заключение о предпо­
чтении ДНКазой Вас. SUbtilis ФДЭ связей типа дфН-ФТ и 
дфН-фА.

Таблица 20

Характеристика гидролизата ДНК, полученного при 
помощи ДНКазы Bac. subtilis

Фракции гидролизата
ДНК

Нуклеотидный состав, 
мкмоль-% А+Т/ 

Г+ЦГ А Ц Т

Мононуклеотиды 19,3 31,0 10,0 39,6 2,41
Динуклеотиды 21,4 27,0 17,6 34,0 1,04
Тринуклеотиды 28,0 22,6 24,3 25,1 0,92
Тетрануклеотиды 32,3 20,0 27,8 19,9 0,66
Пентануклеотиды 37,9 17,1 34,0 11,0 0,39
Олигонуклеотиды 39,4 17,3 33,7 9,6 0,37
Кислотораствори­
мые олигонуклео­
тиды

2% 22,5 37,6 11,5 28,4 1,94
12% 20,9 34,6 16,3 28,2 1,64
20% 20,4 28,5 18,5 32,6 1,57

Концевые 
нуклеотиды 
(КРП-7%)

5'- 21,7 27,8 12,3 38,2 1,95
3'- 24,0 25,7 20,3 30,0 1,25

При глубоком гидролизе фермент расщепляет 24 - 30% ФДЭ 
связей ДНК ,5-6% ФДЭ связей апуриновой и апиримидиновой 
ДНК и 6 - 8% ФДЭ связей типа дфПир-ФПур.

Дезоксирибонуклеинат-5-олигонуклеотидогидролазы, 
ферменты рестрикции - КФ 3.I.4.X, (3.1.4.32)

Из разных штаммов E. coli выделены ДНКазы, которые спо­
собны "узнавать" чужеродную ДНК, немодифицированную соответ­
ствующими метилазами модификации, и расщеплять ее. Собствен-
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ную ДНК и чужеродную ДНК, модифицированную в определенных ме­
стах, ферменты не атакуют. Ферменты рестрикции, изолированные 
из разных штаммов Е. coli, отличаются по субстратной специфич­
ности: они узнают разные последовательности ДНК. Кроме того, 
ДНКазы рестрикции различаются по тому, требуют ли они в каче - 
стве кофакторов s -аденозилметионин, АТФ и М^+ (рестриктазы, 
выделенные из клеток Е. coliB- ДНКазы к>в , Е.соИк- ДНКаза 
R*K,  Е. coli, лизогевизированной фагом PI - ДНКаза н»рт ) 
или они нуждаются только в ионах Mg2+ (рестриктазы е. coli , 
несущей кит - ДНКаза Ri, - rtfii- ДНКаза ни и рестриктазы 
разных видов рода гемофилюс).

Ферменты I типа имеют очень большой молекулярный вес ~ 
200000 - 500000 и состоят из 2-х - 3-х субъединиц. Они менее 

специфичны, чем ферменты П типа: соединяются с ДНК в строго 
специфических местах, но расщепляют ее в других районах, при­
чем не установлено, требуется ли наличие специфических после­
довательностей в местах реального разрыва. Ферменты П типа име 
ют сравнительно низкий молекулярный вес ~ 70000 - 100000 и 
более простое строение. Они отличаются высокой специфичностью: 
связываются с субстратом и расщепляют его в строго специфиче - 
ских местах.

Месельсон, Ян и др. [559, 566, 567, 171а] получили из 
бесклеточных экстрактов Е. coli К ДНКазу, специфически гидроли­
зующую немодифицированную метилазами ДНК фага Л С (ДНКаза в*к)  
Фермент проявляет максимальную активность при pH 7,5 - 8,0 в 
присутствии SAM, АТФ, Mg, ив качестве стабилизаторов 
ЭДТА, желатины и меркаптоэтанола. SAM является аллостеричес­
ким активатором фермента. Он не может быть заменен 1-метио­
нином, 5 -тиометиладенозином, S- аденозил-dl -гомоцистеи­
ном или s -аденоэилэтионином. АТФ может быть заменен ДАТФ,но 
не ГТФ, АДФ, АМФ, аденозином, пирофосфатом или фосфатом. Фер - 
мент способен расщеплять кольцевые ДНК фага Ас и вируса sv 40, 
что свидетельствует об эндонуклеолитическом характере атаки. 
Показано, что продукты гидролиза представляют собой двуспираль 
ные фрагменты ДНК, которые могли образоваться в результате дву 
спиральных "одноударных" разрывов. Однако при изучении динами­
ки процесса деградации кольцевой ДНК фага А С было установлено
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что двухцепочным разрывам предшествуют одноцепочные, которые 
образуются на каждой из комплементарных цепей взаимозависимо. 
Так, гетеродуплексы, состоящие из одной модифицированной и 
второй немодифицированной цепи, не атакуются ферментом. По-ви­
димому, соответствующие модификации хотя бы на одной из це - 
пей ДНК предохраняют ее от расщепления рестриктазами. Молеку­
лы ДНК из бактериофага Л под действием ДНКазы в*К  превраща­
ются во фрагменты с молекулярным весом 7*10^,  что состав­
ляет около 1/5 величины интактной хромосомы фага Л. С эндо - 
нуклеазой в«К ассоциирована АТФаза, которая активна только 
в присутствии немодифицированной ДНК и тех же кофакторов, ко­
торые требуются для эндонуклеолитической реакции ДНКазы.Продук­
ты гидролиза представляют собой АДФ и Фи в эквимолярных коли­
чествах. Особенность этой реакции состоит в том, что гидро - 
лиз АТФ продолжается и после окончания гидролиза ДНК. В то 
время как молекула ДНК расщепляется только на несколько фраг­
ментов, более 10^ молекул АТФ гидролизуется на каждую молеку­
лу немодифицированной ДНК фага Л.

Сравнительно недавно появилась работа Маррея с соавтора­
ми [373], в которой обсуждается весьма сложный вопрос о суб­
стратной специфичности ДНКазы в*К.  Авторы указывают, что хо­
тя ДНК расщепляется не в том месте, которое узнается соответ­
ствующим ферментом модификации, тем не менее, разрывы образу - 
ются в ближайшем соседстве с "узнанным" местом. Для того, 
чтобы ДНК расщепилась рестриктазой, достаточно одного "узнан­
ного" немодифицированного места. Правда, в этом случае фер­
мента требуется в 10 - 40 раз больше, чем для расщепления ДНК 
с двумя или более "узнанными" местами (recognition sites). 
После того, как молекула фермента "узнает" немодифицированную 
последовательность ДНК, она связывается в этом месте с суб­
стратом, но прежде, чем произвести разрыв, двигается вдоль 
молекулы ДНК.

Из гомогенатов клеток другого штамма E.collB была выде­
лена рестриктазе (ДНКаза R-B), которая похожа по ряду свойств 
на ДНКазу R-K [343, 151, 442, 216, 217, 135] . Фермент тре­
бует тех же кофакторов, что ДНКаза R’K. ДНКаза R*B  произво­
дит один двухцепочный разрыв немодифицированной репликативной 
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формы ДНК фага га и SV 40 ДНК. Двухцепочечное расцеп­
ление ДНК происходит двухступенчато: двухцепочечным разрывам 
предшествуют одноцепочечные в специфических местах, симметри­
чно на обеих комплементарных цепях. R₽ ДНК фага fa превра­
щается в 2 фрагмента с 5-фосфомоноэфирными группами; ковален­
тно закрытая ДНК вируса SV 40 превращается в линейную 
форму длиной во всю молекулу.

ДНКаза в«в катализирует гидролиз АТФ до АДФ и Фн. АТФ- 
аза, ассоциированная с ДНКазой вв , требует для проявления 
активности sam и ДНК, содержащую соответствующие немодифи- 
цированные и рестриктируемые ДНКазой RB места. Подобно 
ДНКазе, АТФаза слабо ингибируется s -аденозилгомоцистеином. 
Гидролиз АТФ продолжается и после прекращения гидролиза ДНК. 

Рестрикционный фермент E.coli Р I (ДНКаза PI) сходен с 
описанными выше ДНКазами. Фермент требует тех же кофакторов 
для проявления активности, катализирует один двухцепочечный 
разрыв ДНК вируса SV 40 [135] .

Из гомогенатов клеток Е. coli , несущей btfi и RTFII, 
выделены рестрикционные ферменты: ДНКаза RI и ДНКаза RII 
соответственно. Как указывалось выше, эти ферменты сходны с 
рестриктазами бактерий рода Hemophilus: не нуждаются в АТФ- 
и SAM; для проявления активности требуется только Mg2+. Они 
расщепляют немодифицированную ДНК вируса SV 40 в несколь­
ких специфических местах. В гидролизате ДНКазы RI идентифи­
цировано 6 фрагментов, ДНКазы HII - 20 фрагментов. Разрывы, 
индуцируемые этими рестриктазами, располагаются ступенями и 
образуют "липкие" концы. Последовательности, узнаваемые ДНК­
азой RI: 5'(A/T)G|AATT С(Т/А)

(Т/А)С TTAA|G(A/T)5*.

ДНКаза RII узнает тоже два типа последовательностей: 
5*|CC(A/T)GG

GG(T/A)CC t 5*
[299, 261, 136, 373, 172, 177а и др.]. ДНКазы рестрикции в на­
стоящее время широко используются для расшифровки структуры 
ДНК, а также в различного рода исследованиях по проблемам ген­
ной инженерии 1207, 135, 136, 196 , 299 , 569, 118 , 272 а и др.].
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Дезоксирибонуклеинат-5-олигонуклеотидо- 
гидролазы, АТФ зависимые - КФ 3.I.4.X, 

(3.1.4.33)

а) АТФ-зависимая ДНКаза Micrococcus 
lysodeikticus

Из супернатантной фракции лизата клеток Mier, lysodeikticus 
выделена ДНКаза, гидролизующая ДНК только в присутствии АТФ 
[507, 271, 138, 139, 200 ].

ДНКаза активна при щелочных значениях pH (8,6 - 9,4) в 
присутствии Mg2+ . АТФ может быть заменен дАТФ. Другие нук­
леозидтрифосфаты слабо активируют реакцию. Ингибитором явля­
ется парагидрооксимеркурибензоат в концентрации 5x10“^- 
5x10”^. Фермент гидролизует линейные двуспиральные ДНК. Коль­
цевые двухспиральные ДНК фага f х 174 полностью интактны. Од­
носпиральные ДНК гидролизуются только при очень высоких кон­
центрациях энзима. При полном гидролизе ДНК образуются разные 
по степени полимерности продукты гидролиза от моно- до пента­
нуклеотидов в количестве 1,9; 5,1; 23,1; 21,6; 15,0; 33,3% 
соответственно. Короткие олигонуклеотиды отщепляются от конца 
цепи, причем было показано, что фермент производит разрывы по- 
линуклеотидной цепи, следующие один за другим one-by-one"). 
Этот так называемый "процессивный" механизм гидролиза пред­
полагает образование относительно стабильных фермент-субстрат- 
ных комплексов. Последующие эксперименты показали, что фер­
мент действительно образует стабильные комплексы с линейными 
двуспиральными ДНК. Ныло рассчитано, что 1,4 - 3,1 молекул 
фермента связывается с одной молекулой ДНК. По-видимому, фер­
мент может присоединяться к макромолекулярной цепи ДНК с 
двух концов ( в среднем 2 молекулы фермента на I молекулу суб­
страта). Для образования комплекса фермент-субстрат АТФ не 
требуется. Специфичность образования комплекса между ДНК и 
ферментом наблюдается при определении влияния конфигурации 
ДНК на реакцию связывания. Фермент не способен связываться с 
кольцевыми ДНК и с кольцевыми двуспиральными ДНК, содержащими 
"ники". Нестабильный комплекс образуется с односпиральной ДНК. 
Двуспиральная ДНК с односпиральными "хвостами" может связы-
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ваться с ферментом при условии, если односпиральные фрагменты 
короткие. Изучается роль АТФ в реакции гидролиза ДНК. Установ­
лено, что в процессе реакции АТФ превращается в АДФ и Фн. На 
гидролиз одной ФДЭ связи приходится три молекулы АТФ. Фермент 
имеет две активности: аденозин-трифосфатазную, зависимую от 
присутствия ДНК (ДНК - АТФаза) и дезоксирибонуклеазную, зави­
симую от присутствия АТФ (АТФ - ДНКаза). Обе активности счи­
тают принадлежностью одного ферментного белка.

б) АТФ-зависимая ДНКаза Mycobacterium smegmatis

Из супернатантной фракции гомогената клеток Mycob. smeg­
matis, разрушенных ультразвуком, выделена ДНКаза,активность 

которой проявляется только в присутствии АТФ [541 - 548,191а]. 
Показано, что,кроме АТФ,хороший активирующий эффект дает АДФ, 
но не мононуклеотиды, нуклеозиды, основания или орто- и пиро­
фосфаты. Максимальная активность фермента проявляется при 
pH 8,5 в присутствии Mg2+ . Другие двухвалентные ионы яв­
ляются ингибиторами. Характер гидролиза экзонуклеолитический: 
фермент осуществляет ступенчатое отщепление моно- и олигонук­
леотидов от конца полинуклеотидной цепи, имеет некоторое пред­
почтение к нативным структурам. Продукты гидролиза ДНК состо­
ят из моно-, ди-, три-, тетра- и более полимерных олигонуклео­
тидов в количестве 4-13, 14-26, 29-45, 15-23, 5-29% соответст­
венно. Специфичности к основаниям не имеется: динуклеотидная 
фракция гидролизата представлена самыми разными по химическо­
му строению динуклеотидами. Место атаки - £-ФДЭ связь. Пока­
зано, что в присутствии ДНК АТФ превращается в АДФ и Фн. Для 
гидролиза одной ФДЭ связи используются три молекулы АТФ.

в) АТФ-зависимая ( гес вс ) ДНКаза 
(экзонуклеаза У) Е. coli

У диких (гес+) и некоторых мутантных штаммов Е. coli 
обнаружена АТФ-зависимая ДНКаза [182, 400, 550, 158, 393, 502, 
349] .Фермент гидролизует нативную и денатурированную ДНК по 
экзонуклеолитическому типу. Экзонуклеолитическая активность 
проявляется в широком диапазоне pH от 7,5 до 9,5 только в при­
сутствии АТФ или дАТФ (оптимальная концентрация 2х1О-2|М;
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Km для АТФ равна 4,3x10^, для дАТФ - 4,8 х 10”^ М). Другие 
нуклеозидтрифосфаты могут заменять АТФ, однако они менее эф­
фективны. Активатором реакции является Mg^+ (оптимальная 
концентрация 5 х 10~^М - 2х10“^М) и Мп^+ (оптимальная концен­
трация 2х10“3М).Продукты экзонуклеолитической реакции предста­
вляют собой 5*  -олигонуклеотиды со средней длиной цепи при - 
близительно 3 нуклеотидных единицы от моно- до пентануклеоти­
дов [502].

Гольдмарк и Линн [238, 239, 292, 293] получили гес ВС 
ДНКазу в состоянии, близком к гомогенному. Ферментный белок 
состоит из двух полипептидных цепей, которые вместе имеют мо­
лекулярный вес приблизительно 270000. В присутствии АТФ фер­
мент гидролизует линейные односпиральные ДНК по экзонуклеоли- 
тическому типу до 5-олигонуклеотидов средней длины цепи 4,5; 
причем моно- и динуклеотидов не обнаружено. Кроме экзонуклео- 
литической активности, гес ВС ДНКаза имеет эндонуклеолитическую 
активность, которая проявляется только после удаления специ­
фического эндогенного ингибитора при фракционировании на 
агарозе. Она обнаружена по способности электрофоретически го­
могенного фермента атаковать односпиральную кольцевую ДНК. 
Двуспиральные кольцевые ДНК устойчивы к действию гес ВС ДНК­
азы, как в нативном состоянии, так и после обработки УФ- или 
X-лучами. Двуспиральные кольцевые ДНК с "никами" также не 
атакуются, но если брешь достигает величины 5 нуклеотидов, 
такая ДНК гидролизуется гес ВС ДНКазой. Максимальная эндонук­
леолитическая активность проявляется в несколько иных усло­
виях, чем экзонуклеолитическая: экзонуклеолитическая активность 
максимальна при pH 9,0, эндонуклеолитическая - при pH 7,0; эк­
зонуклеолитическая активность полностью зависит от присутст­
вия АТФ, эндонуклеолитическая проявляется и в отсутствии АТФ, 
хотя АТФ повышает ферментативную активность примерно в 7 раз. 
Эндонуклеаза более лабильна, чем экзонуклеаза и для ее стаби­
лизации необходимо присутствие белков.

С АТФ-зависимой ДНКазой связана ДНК-зависимая АТФаза: в 
присутствии ДНК АТФ превращается в АДФ и ортофосфат. При 
расщеплении одной ФДЭ связи гидролизуется от 2-х до 40 моле­
кул АТФ.
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Таким образом, гее BC ДНКаза обладает по крайней мере 
четырьмя различными активностями: АТФ-зависимая двуспираль­
ная - ДНК-экзонуклеаза, АТФ-зависимая односпиральная - ДНК- 
экзонуклеаза, АТФ-активируемая односпиральная - ДНК - эндо­
нуклеаза и ДНК-зависимая АТФаза [268а].

Изучая механизм атаки двуспиральной ДНК Мак Кей, Гольд - 
марк, Линн и др. [293, 349а], обнаружили два типа промежу­
точных продуктов гидролиза: а) двуспиральные молекулы с од­
носпиральными "хвостами" длиной по несколько тысяч нуклео­
тидов с 3 - или 5 - концами, б) односпиральные фрагменты дли­
ной по несколько сот нуклеотидов. Авторы разработали схему 
реакции (см. рис. 9). В соответствии с приведенной на рисун­
ке 9 схемой, rec BC ДНКаза, состоящая, как указано выше, из 
двух субъединиц, прикрепляется к концу двуспиральной ДНК так,

Рис. 9.
Схематическое изображение гидролиза двуспиральной 
ДНК rec BC ДНКазой E.coli K-12. Фермент изображен 
произвольно в виде двух субъединиц, каждая из ко­
торых связана с концом молекулы ДНК. Отщепленные 
односпиральные участки ДНК представляют собой фраг­
менты по несколько сот нуклеотидов длиной [349а].
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что одна субъединица связана с ^ -, вторая с 5*  -концом. После 
присоединения молекула фермента, действуя как шарнирное уст - 
ройство, начинает раскручивать цепи ДНК. Именно для такого 
раскручивания, по предположению авторов [3493^ необходима энер­
гия, освобождающаяся при гидролизе АТФ. Далее, продвигаясь 
вперед вдоль цепи ДНК (для этого продвижения также, по-види - 
мому, требуется энергия АТФ), фермент отщепляет фрагменты по 
несколько сот нуклеотидов длиной от одной цепи, оставаясь 
связанным с концом второй, нерасщепленной цепи ДНК. Когда из 
этой цепи образуется одноцепочечный ’’хвост” в несколько тысяч 
нуклеотидов длиной, фермент переключается на вторую цепь, рас­
щепляет односпиральный "хвост" на фрагменты по ТОО - 500 нук­
леотидов длиной, образуя укороченные, полностью двуспиральные 
фрагменты ДНК. Затем цикл повторяется вновь и вновь до полно­
го гидролиза ДНК. Схема вполне удовлетворительно объясняет 
наличие двух типов промежуточных продуктов гидролиза, преду­
сматривает "процессивный" механизм атаки и поясняет роль АТФ 
в этой реакции. Авторы указывают, что односпиральные "хвосты” 
могут гидролизоваться также до кислоторастворимых фрагмен - 
тов, причем накапливающиеся в процессе реакции длинные одно­
спиральные фрагменты конкурируют с двуспиральной ДНК за фер - 
мент.

Изучение ДНКазной активности ряда мутантов, дефектных по 
признак}7 рекомбинации, и их ревертантов показало, что мута - 
ция по гее В и rec С или одному из этих генов ведет к пол - 
ному исчезновению АТФ-зависимой ДНКазы, гес В и rec С цист - 
роны детерминируют синтез АТФ-зависимой ДНКазы. По-видимому, 
синтез каждой из двух субъединиц фермента контролируется од­
ним из этих генов, гес Б и rec С мутанты обладают также повы­
шенной чувствительностью к ультрафиолетовому облучению. Как 
уже отмечалось, у ревертантов вместе с приобретением способ­
ности к рекомбинации восстанавливается ДНКазная активность и 
устойчивость к УФ-облучению. На основании этих данных предпо­
лагается участие АТФ-зависимой ДНКазы в процессах рекомбина - 
ции и репарации [182, 158, 593, 239, I82a, 349aJ.
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г) АТФ зависимая ( гео ВС) ДНКаза 
Вас. subtilis

АТФ-зависимая ДНКаза обнаружена у ауксотрофного по гис­
тидину и индолу штамма Вас. subtilis SB-25 his , ind совет­
скими исследователями, которые установили также, что мутанты 
с нарушенной способностью к рекомбинации обладают пониженной, 
по сравнению с диким штаммом, активностью этого фермента [188, 
91, 104, 63]. АТФ-зависимая ДНКаза гидролизует нативную ДНК 
в 6 - 7 раз быстрее денатурированной нагреванием при pH 
9 - 10 в присутствии 0,005 - 0,03 М Mg2+. Максимальная актив­
ность наблюдается в узких пределах концентрации АТФ, причем 
оптимальная концентрация АТФ увеличивается почти пропорцио­
нально увеличению концентрации фермента. Так, при концентра­
ции фермента 0,05 мг/мл оптимальная концентрация АТФ ~ 1,5 • 
• 10“^М, при концентрации фермента 0,1 мг/мл - ~ 3-10“^М и
при концентрации фермента 0,2 мг/мл - ~ 5*10"^.  Увеличе - 
ние концентрации АТФ выше оптимальных значений приводит к рез­
кому понижению активности фермента до определенного уровня, ко­
торый практически не понижается вплоть до 4’I0-z*M  АТФ. АТФ 
может быть заменена дАТФ, но не другими нуклеотидами. АТФ-за­
висимая ДНКаза имеет экзонуклеолитический характер атаки.

Недавно появились сообщения о выделении и изучении 
свойств высокоочищенной АТФ-зависимой ДНКазы Вас. subtilis W 
168 и 168 ТТ ( thy , try ). Фермент аналогичен по своим 
свойствам АТФ-зависимой ДНКазе штамма SB -25: активность 
проявляется в узких пределах концентрации АТФ и ингибирует­
ся концентрациями выше оптимальных (20ju м ). Определенный по­
стоянный уровень активности остается при высоких концентраци­
ях АТФ: ТООуиМ - IjnM . Для проявления активности фермента 
требуется Mg2+ , Кт - 1,02 тМ [398].

Доли с соавторами [198а] провели изучение активности 
АТФ-зависимой ДНКазы в гес+ и нескольких гее- мутантах 
Вас. subtilis 168 с повышенной чувствительностью к облучению 
(штаммы с генотипом: rec А^, rec В2, rec Е^, uvr -I). 
У штамма Вас. subtilis GSY -1290 (rec Е^ полностью отсут­
ствовала АТФ-зависимая ДНКаза.
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Из дикого штамма Вас. subtilis I68M фермент был частично 
очищен. Его свойства аналогичны АТФ-зависимой ДНКазе Вас. 

subtilis s В-25 и w 168, 168 ТТ: абсолютная потребность в 
АТФ; рН-оптимум- 9,5; активируется Mg2+ (Ю~2М) или Мп2+ 
(2*I0" Z|M). Активность выше при 50°, но инкубация при этой 
температуре вызывает инактивацию фермента.

Дезоксирибонуклеинат-5-олигонуклеотидогидролазы, 
специфичные к УФ-облученным ДНК-КФ 3.1.4.X

Дезоксирибонуклеазы Micrococcus lysodeikticus, 
специфичные к УФ-облученной ДНК

Было подмечено, что клетки Mier, lysodeikticus не 
чувствительны к значительным дозам УФ-облучения и экстракты 
из этих клеток способны избирательно расщеплять УФ-облучен- 
ные ДНК [482, 370, 183]. Механизм этого явления стал понятен, 
когда из клеток Mier . lysodeikticus были выделены две 
ДНКазы, специфичные к УФ-облученпой ДНК [379, 463, 493, 290, 
291] . Один из этих ферментов - эндонуклеаза, производит 
одноцепочечные разрывы только в нативной УФ-облученной ДНК. 
Количество разрывов зависит от степени облучения ДНК. Число 
разрывов адекватно числу пиримидиновых димеров, индуцирован­
ных в ДНК УФ-облучением. Эндонуклеаза производит лишь надры­
вы около поврежденных УФ-облучением мест, а именно: у 3-Ф 
конца тиминовых димеров, но не освобождает последние. Для про­
явления эндонуклеолитической реакции не требуется двухвалент­
ных катионов. Эндонуклеаза имеет оптимум pH 6,5-7,5. Второй 
фермент - экзонуклеаза - исключает пиримидиновые димеры. Фер­
мент не атакует нативную УФ-облученную ДНК. Его действие на 
этот субстрат начинается только после появления в цепи ДНК 
надрывов около тиминовых димеров. Для проявления активности 
требует присутствия Mg2+. Кроме нативной УФ-облученной и об­
работанной эндонуклеазой ДНК, он способен атаковать денатури­
рованную УФ-облученную и необлученную ДНК. Денатурирован­
ная необлученная ДНК атакуется от 3- или 5-конца с образова­
нием 5-мононуклеотидов. Облученную нативную ДНК экзонуклеаза 
атакует в направлении 5------ *3,  освобождая шесть нуклеотидов 
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на один эндонуклеолитический разрыв. Продуктами гидролиза яв­
ляются моно-, ди- и тринуклеотиды. Тиминовые димеры освобож­
даются в виде тринуклеотидных фрагментов.

На основании данных, полученных группой исследователей, 
считается, что эти ДНКазы ответственны за начальный этап репа­
рации УФ-облученной ДНК in vivo [244, 184, 455, 351, 97, 
45].

Ряд авторов отмечает наличие мутантов Вас. subtilis 
с пониженной чувствительностью к УФ-облучению. Предполагается, 
что они обладают ферментной системой, восстанавливающей инду­
цированные УФ-облучением повреждения ДНК и в том числе специ­
фическими ДНКазами [429 - 431].

Дезоксирибонуклеинат-5-олигонуклеотидогидролазы, 
специфичные к модифицированным с помощью алки - 

лирующих агентов ДНК-КФ 3.I.4.X

Эндонуклеаза П Escherichia coli

Новая ДНКаза, специфически гидролизующая алкилированную 
ДНК по эндонуклеолитическому типу, (эндонуклеаза П), обнару - 
жена в клетках мутантов Е. coli, не содержащих эндонуклеазы I. 
Позднее эндонуклеаза П была обнаружена и у тех штаммов Е. coli, 
которые содержат эндонуклеазу I.

Максимальная активность ДНКазы проявляется при pH 8,0 - 
9,0 не обнаруживает абсолютной потребности в двухвалентных 
катионах. Mg2+ в низких концентрациях (1,ЗхЮ~2М) повышает 
активность фермента в 2 раза, более высокие концентрации 
(2,6х10“2М) ингибируют фермент; Мп2+ (3,3x10”^- 6,6хЮ-^М) 
повышает ферментативную активность в 1,5 раза. Ингибирование 
активности вызывают со2+, Zn2+ (1,0x10"^ - 6,бх10“^М), ЭДТА 
и сульфгидрильные реагенты. В отличие от эндонуклеазы I, тРНК 
не оказывает ингибирующего эффекта по отношению к эндонуклеа­
зе П. При использовании в качестве субстратов ДНК, слабо и 
интенсивно алкилированных, фермент производит единичные раз - 
рывы вблизи алкилированных мест. В интенсивно алкилированной 
ДНК наблюдаются двухцепочечные разрывы, каждому из которых 
предшествует 3-5 одноцепочечных разрыва. Гидролиз ДНК про­
исходит, таким образом, по двуударному механизму, но не "на­
угад", а специфически около алкилированных мест. ДНКаза П 
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способна производить ограниченное число разрывов нативных ДНК 
фага т? и т4, но для этого требуется концентрация ДНК­
азы примерно в 1000 раз больше, чем для гидролиза алкилирован­
ных ДНК. Кроме алкилированных ДНК, фермент способен атаковать 
частично депуринированные ДНК. Авторы полагают, что способ - 
ность эндонуклеазы П производить единичные разрывы зависит от 
способности фермента "узнавать" специфические конформацион - 
ные изменения в двуспиральной ДНК. Предполагается участие эн­
донуклеазы П в инициации процесса репарации повреждений ДНК, 
индуцированных алкилирующими агентами [224 - 227, 247, 248].

Фермент, сходный с эндонуклеазой П Е. coli, обнаружен в 
клетках Mier, lysodeikticus [484]. ДНКаза производит еди­
ничные разрывы около метилированных оснований ДНК фага Т?, 
обработанной in vitro ММС. Неметилированная ДНК фага Т? не 
атакуется. G помощью этой ДНКазы можно определить степень ме­
тилирования. ДНК, содержащая 16 метильных групп на 2,5x10? 
дальтонов, является хорошим субстратом. ДНК, алкилированная в 
меньшей степени, не атакуется ферментом. Авторы отмечают, что 
ДНКаза микрококка, гидролизующая алкилированную ДНК, не иден­
тична ДНКазе, специфичной к УФ-облученной ДНК. Получен мутант 

Mier, lysodeikticus, бесклеточные экстракты которого ата­
куют метилированную ДНК, но не действуют на УФ-облученную ДНК 
[486].

Способность бесклеточных экстрактов Вас. subtilis 
инактивировать трансформирующую ДНК, алкилированную in vitro, 
наблюдалась Страусом и Белом [483, 485]. Если повреждения ДНК, 
индуцированные ММС, восстанавливаются, то такая ДНК становит­
ся интактной. Авторы отмечают, что Вас. subtilis имеет фер­
ментную систему, способную восстанавливать индуцированные ММС 
повреждения ДНК и что процесс восстановления этих повреждений 
подобен, но не идентичен процессу восстановления повреждений, 
индуцированных УФ-облучением. Так, были получены мутанты Вас . 
subtilis, экстракты которых восстанавливают повреждения, ин­
дуцированные алкилирующими агентами, но не УФ-облучением[430, 
431].
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Дезоксирибонуклеинат(односпиральный)-5-олигону- 
клеотидогидролазы, экзонуклеазы - КФ 3.1.4.Х, 

(3.1.4.25)
Экзонуклеаза I Escherichia coli

Из экстрактов Е. coli Леман с соавторами [323, 324,329] 
выделили ДНКазу, обозначенную первоначально фосфодиэстеразой, 
а позднее - как экзонуклеаза I. Максимальная активность про­
является при pH 9,5 в присутствии Mg2+. Экзонуклеаза I обла­
дает высокой чувствительностью по отношению к вторичной струк­
туре ДНК. Нативная ДНК атакуется ферментом в 40000 раз медлен­
нее ДНК, денатурированной нагреванием. Авторы полагают, что в 
нативной ДНК гидролизуются только однонитчатые фрагменты. На­
чало атаки - 3-ОН конец цепи ДНК. Дезоксиполинуклеотидные це­
пи с заблокированными З^ОН группами не атакуются экзонуклеа­
зой I. В их присутствии скорость гидролиза доступных субстра­
тов резко снижается. При исчерпывающем гидролизе денатуриро - 
ванной ДНК и дезоксиполинуклеотидов с 3-ОН группами образу - 
ются 5-мононуклеотиды и концевые динуклеотиды с 5-фосфомоно- 
эфирной группой. Устойчивость динуклеотидов и динуклеозидмо - 
нофосфатов к атаке является специфическим для этой экзонукле­
азы свойством, отличающим ее от других ДНКаз - экзонуклеаз.

Другая ДНКаза Е. coli - экзонуклеаза 1У по типу гид­
ролиза, месту атаки, условиям действия аналогична экзонуклеа­
зе I. В отличие от последней, фермент атакует дезоксиолигону­
клеотиды в 20 раз быстрее, чем нативную и денатурированную 
ДНК [283].

Дезоксирибонуклеинат-5-олигонуклеотидогидролазы  
экзонуклеазы, ассоциированные с ДНК-полимеразой-

КФ 3.1.4.Х, (3.1.4.26)

а) Экзонуклеазы, ассоциированные с ДНК-полимеразой 
Escherichia coli

Фермент, обозначенный экзонуклеазой П, обнаружен Леманом 
с соавторами как экзонуклеолитическая активность, присутству­
ющая в ДНК-полимеразе [324, 435]. Позднее было показано, что 
обе активности связаны с одним белком [330, 307, 197, 198, 286].
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Экзонуклеаза П проявляет максимальную активность при pH 
3,6 в трис-HCI буфере и при pH 9,2 в глициновом буфере. В от­
личие от экзонуклеазы I, гидролизует нативную ДНК в 3 - 4 ра­
за быстрее денатурированной и расщепляет динуклеотиды. При 
ступенчатом расщеплении 3^-ФДЭ связей ДНК и дезоксирибонуклео­
тидов происходит почти полное превращение их в нуклеозид-5' - 
монофосфаты.Реакция замедляется по мере гидролиза полимерной 
цепи из-за малого сродства фермента к продуктам гидролиза.На­
валом атаки экзонуклеазы П является 3-ОН конец и ступенчатый 
гидролиз идет в направлении 3* --------*5*.  Для проявления актив­
ности фермента необходимо присутствие свободных 3-ОН групп .

Несколько позднее в высокоочищенных препаратах ДНК-поли- 
меразы Е. coliбыла обнаружена экзонуклеаза (экзонуклеаза У1), 
осуществляющая ступенчатый гидролиз ДНК в противоположном на­
правлении : 5* -------- -3*.  Наличие такой активности показал
Клет с соавторами в опытах с синтетическим сополимеромд (А- Т), 
в котором у 3-конца диаминопурин замещает аденин [306] . 
Независимо от этих исследований в лаборатории Корнберга такая 
же экзонуклеаза была обнаружена в экспериментах с полинуклео­
тидами, имеющими З'-Ф концы [198]. В отличие от экзонуклеазы П, 
этот фермент активен в более широком диапазоне pH: 7,4 - 
9,2, гидролизует только двуспиральные ДНК и, кроме 5*-  моно - 
нуклеотидов, образует динуклеотиды и более полимерные фрагмен­
ты до гексануклеотидов. Повышение активности этой экзонуклеа­
зы сопровождается повышением полимеразной активности [298, 
300] . Способность экзонуклеазы гидролизовать двуспиральные 
ДНК в области надрывов в направлении 5* -------- -3*  играет важ­
ную роль в процессах репарации [298, 287].

Фермент связывается либо с концом ДНК, либо присоединя­
ется в месте предсуществующего надрыва цепи [214]. Обладая 
двумя типами экзонуклеаз, ДНК-полимераза в районе надрывов на 
одной из комплементарных цепей ДНК может осуществлять атаку 
одновременно в двух направлениях. Схематически такой гидролиз 
показан на рис. 10.

Путем ограниченного протеолиза макромолекула ДНК-полиме- 
разы, имеющая молекулярный вес 109000, была расщеплена на 2 
фрагмента, с молекулярным весом 76000 и 34000. Крупный фраг -
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Подобно ДНК-полимеразе Е. coli, ДНК-полимераза Mier. Iy- 
Sodeikticus обладает экзонуклеолитической активностью [257, 258, 

363 - 365]. В препаратах высокоочищенной ДНК-полимеразы обна­
руживается экзонуклеаза, составляющая 1% ДНК-полимеразной ак­
тивности. По ряду показателей (постоянное соотношение ДНК-поли- 
меразной и экзонуклеазной активностей на разных стадиях очист­
ки фермента, локализация обеих активностей в одной полосе при 
электрофоретическом разделении в ПААГ, совпадение рН-профилей 
и кривых тепловой денатурации экзонуклеазной и ДНК-полимераз­
ной активностей) считают, что обе активности связаны с одним 
(беоментным белком.

Рис. 10.
Предполагаемые участки гидролитического действия 
ДНК-полимеразы E. coli. 5'-терминальная фосфатная 
группа, заключенная в скобки, указывает, что ее при­
сутствие не существенно для атаки на этом конце. 
[182].



Также, как в ДНК-полимеразе е. coli, здесь обнаружено две эк­
зонуклеазы. Первая осуществляет экзонуклеолитический гидролиз 
в направлении 5* ---------►з’, преимущественно расщепляет двуспираль­
ные ДНК и дезоксиполинуклеотиды с образованием в качестве ко­
нечных продуктов гидролиза моно-, ди-, и тринуклеотидов, имею­
щих 5-концевой фосфат. Фермент активен в широком диапазоне 
pH - 7,5 - 9,0 , активируется Mg^+ или Мц2+ и дАТФ; АТФ не 
может заменить дАТФ, другие дезоксинуклеозидтрифосфаты оказы - 
вают активирующий эффект, степень которого зависит от химиче - 
ской природы субстрата. Количественное соотношение моно-, ди - 
и тринуклеотидов также зависит от химической природы атакуемых 
дезоксирибополимеров и от pH реакционной смеси. При сдвиге pH 
к нейтральному значению увеличивается количество динуклеотидов 
в гидролизате, достигающее 100% при pH 6,5.

Вторая экзонуклеаза, ассоциированная с ДНК-полимеразой 
Mier, lysodeikticus , осуществляет гидролиз в направлении 

3* --------►5*  , преимущественно расщепляет односпиральные ДНК и де­
зоксирибополинуклеотиды с образованием в качестве конечных про­
дуктов гидролиза нуклеозид-5-монофосфатов.

Дезоксирибонуклеинат (двуспиральный)-5-олигонук- 
леотидогидролазы-экзонуклеазы-фосфатазы- 

КФ 3.I.4.X, (3.1.4.27)

а) Экзонуклеаза В Escherichia coli

Фермент, обозначенный экзонуклеазой Ш [433, 434, 331], 
первоначально обнаружен как примесь экзонуклеолитической актив­
ности в препаратах ДНК-полимеразы, однако при тщательной очи­
стке выделен как индивидуальный фермент, обладающий только де­
полимеразной активностью.

Оптимальные условия действия: pH 8,0, присутствие Mg^+ или 
йа^+. Экзонуклеаза Ш обладает абсолютной специфичностью к дву­
спиральной ДНК. Полинуклеотидные цепи с нарушенными водородными 
связями не атакуются ферментом. Экзонуклеаза Ш гидролизует дву­
спиральные ДНК по экзонуклеолитическому типу,начиная атаку толь­
ко с З^Н конца.Гидролиз ДНК завершается образованием около 40% 
5-мононуклеотидов и однонитчатых полинуклеотидов. Показано, что 
полимер д(А-Т), в котором последовательность нуклеотидов строго 
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чередуется и который может сохранить двуспиральную структуру да­
же после глубокого гидролиза ФДЭ-связей обеих цепей, почти полно­
стью деградирует под воздействием экзонуклеазы Ш. Нативную ДНК 
фермент может атаковать с двух противоположных концов, несущих 
свободные З^-ОН группы, а также у свободных 3^-ОН групп, лока­
лизованных внутри цепи ДНК, т.е. в местах одноцепочечных над­
рывов. В отличие от других экзонуклеаз Е. coli, фермент имеет 
фосфатазную активность. Считается, что оба типа активностей 
связаны с одним ферментным белком. Фосфатаза строго специфична 
к 3-фосфомоноэфирным связям нативных высокомолекулярных ДНК; 
не атакует мононуклеотиды и короткие полинуклеотидные цепи.Ос­
вобождая 3-^ОН группу, фосфатаза делает ДНК более доступной дей­
ствию экзонуклеазы Ш Е. coli.

б) Экзонуклеаза-фосфатаза
Bacillus subtilis 

При тщательной очистке препарата ДНК-полимеразы Вас. sub­
tilis был выделен фермент, подобный экзонуклеазе Ш Е. coli 

[404]. ДНКаза гидролизует нативную ДНК, начиная атайу с З^ОН 
концов цепи, В результате ступенчатого отщепления 5-мононук - 
леотидов от одной из двух комплементарных цепей ДНК в местах с 
ненарушенными водородными связями образуется однонитчатая ДНК 
и около 48% 5-мононуклеотидов. В высокоочищенных препаратах 
имеется и фосфатазная активность. Соотношение экзонуклеазной и 
фосфатазной активностей одинаково на разных стадиях очистки 
фермента. Фосфатаза катализирует отщепление 3-фосфомоноэфирной 
группы от ДНК и крупных дезоксирибоолигонуклеотидов,освобождая 
£-ОН концевую группу, необходимую для начала атаки экзонукле­
азы.

в) Экзонуклеаза-фосфатаза Pseudomonas
aeruginosa

Из бесклеточного экстракта Ps.aeruginosa выделена экзо­
нуклеаза, сходная с экзонуклеазой Ш е. coli. Фермент активиру­
ется 2,5 mM Mg^+ и 2-меркаптоэтанолом; ингибируется ПХМБ 
и ЭДТА. Образует 5-мононуклеотиды и Фн. Направление экзонуклео- 
литической атаки 3------ -5. В отличие от описанных выше экзонук­
леаз этой группы, фермент Ps.aeruginosa может гидролизовать не 
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только нативную, но и денатурированную ДНК, хотя медленнее на­
тивной в 3 - 4 раза [180] .

Б. Рибонуклеазы *

Рибонуклеинат-нуклеотидо-2-трансферазы (циклизующие)
- КФ 2.7.7.17, (3.1.4.23)

а) Рибонуклеаза I Escherichia coli

Очищенный в 700 раз от балластных белков фермент предста­
вляет собой низкомолекулярный основной белок, относительно тер­
мостабильный и лабильный при хранении [212, 473, 500] .

Оптимальные условия действия фермента на РНК - pH 7,5 - 
8,1 и присутствие Na+, К+ и Са2+. Ингибирование ферментатив­
ной активности вызывает мочевина.

РНКаза I гидролизует преимущественно высокомолекулярную 
РНК. Характер гидролиза эндонуклеолитический, механизм - много­
стадийный, включающий быструю стадию гидролиза 5-ФДЭ связей и 
образования нуклеозид-2,3-циклофосфатов и медленную стадию пре­
вращения нуклеозидциклофосфатов в нуклеозид-3-фосфаты и олиго- 
нуклетиды с концевым зЦюсфатом. РНКаза обладает некоторой спе­
цифичностью по отношению к природе оснований. Так, гидролиз 
А > Ф и Ц > Ф происходит в 5 раз быстрее, чем других нуклео­
зидциклофосфатов; эти же нуклеотиды накапливаются быстрее в 
первую стадию гидролиза. Диализуемая часть гидролизата на ран­
них этапах гидролиза обогащена аденином и обеднена гуанином 
[148, 149, 480] .

б) Рибонуклеазы Enterobacter sp. 
И Aerobacter sp.

Из надосадочной фракции гомогената клеток Enterobacter 
sp., разрушенных механическим путем, выделена и очищена РНК­

аза, обладающая сравнительной термостабильностью и молекуляр­
ным весом 24300 - 25500 [336, 335]. По характеру и механизму 
расщепления РНК фермент сходен с РНКазой I е. coli. Гидроли­
зует РНК эндонуклеолитически, образуя олигонуклеотиды, окан­
чивающиеся 3-ЦМФ и 3-АМФ, а также Ц > Ф и А > Ф. Количе-

* Раздел Б. Рибонуклеазы написан совместно сР.Ш.Булгаковой и
м.н. Капрановой.
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ство концевых цитидинмонофосфатов в 2 - 4 раза больше аденозин­
монофосфатов. В мононуклеотидной фракции гидролизата обнаруже­
ны Ц > Ф и А > Ф в соотношении 1,5 - 3,0 к I. Другие моно - 
нуклеотиды не образуются . РНКаза Enterobacter sp. гидролизу­
ет поли-Ц, другие полинуклеотиды интактны. Таким образом, эта 
РНКаза отличается от РНКазы I строгой специфичностью к ФДЭ свя­
зям с цитидином и аденином.

Аналогичный фермент выделен из бесклеточного экстракта 
Aerobacter sp [367] . РНКаза обладает эндонуклеолитическим 

характером атаки. Атакует полицитидиловую кислоту; поли-У, по- 
ли-Г и поли-А не атакуются ферментом. При короткой инкубации 
РНКазы с РНК расцепляются только ФДЭ связи, соседние с цитиди­
ловой кислотой. При длительной инкубации расщепляются и другие 
связи, однако цитидин-специфичность сохраняется: 60% концевых 
3-нуклеотидов в олигонуклеотидных фракциях гидролизата в этом 
случае составляет ЦМФ.

в) Внеклеточная рибонуклеаза Вас. subtilis

Подробным изучением свойств щелочной РНКазы из культу­
ральной жидкости Вас. subtilis занимаются две группы авторов - 
японские исследователи Нишимура с соавторами [ 386 - 3921 
и группа американских авторов - Рушицкий, Хартли и др. [445, 
252 и др. ].

Максимальная активность РНКазы проявляется при pH 8,5. Фер­
мент ингибируется Mg^+, Са^+, Мп^+ и Си^+. ЭДТА не влияет на 
ферментативную активность. Фермент не теряет активности при 
обработке 0,In H£SO^ в течение 18 часов при 4° [446]. По ха - 
рактеру действия на РНК является эндонуклеазой. Механизм гид - 
ролиза изучался на синтетических полинуклеотидах в качестве 
субстратов [536] . Полинуклеотиды гидролизуются сначала с об­
разованием три- и динуклеотидов с концевым 2,3-циклофосфатом. 
Затем наступает более медленное расщепление этих соединений с 
последующим крайне медленным превращением в конечные продукты- 
мононуклеотиды. Таким образом, механизм гидролиза субстрата 
включает внутримолекулярный перенос фосфатов и последующий гид­
ролиз нуклеозид-циклофосфатов.

По данным японских авторов, фермент проявляет строгую пу- 
рин-специфичность. В мононуклеотидной фракции гидролизата и в 
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концевых 3-нуклеотидных фракциях авторы обнаружили 3-гуанило- 
вую и 3-адениловую кислоты в соотношении 3:1. Ими показано 
также, что фермент имеет предпочтение к основаниям с 6-гидрок- 
сильной группой по сравнению с основаниями, имеющими 6-кетогруп­
пу. Однако экспериментальные результаты американских авторов 
свидетельствуют о том, что РНКаза не абсолютно специфична к 
пуриновым связям. При больших концентрациях фермента разруша - 
ютея и пиримидиновые связи. Авторы показали, что разница в ско­
рости гидролиза связей типа Гф-Гф и Гф-Аф по сравнению с дру - 
гими составляет 100 раз. При анализе субстратной специфичности 
на синтетических полинуклеотидах показана относительная ско - 
рость их гидролиза, выражающаяся следующим неравенством:поли-й> 
поли-А> поли-У > поли-Ц.

Таким образом, по специфичности к основаниям фермент от - 
личен от панкреатической РНКазы и гуанин-специфичных РНКаз 
актиномицетов и грибов. Указанная особенность делает фермент 
полезным аналитическим инструментом при анализе структуры РНК 
и рибонуклеотидов.

г) Внеклеточные рибонуклеазы некоторых споровых 
бактерий

Американскими исследователями [446] и советскими авторами 
описаны внеклеточные РНКазы ряда споровых бактерий [75, 76, 85, 
847 . Установлено, что бактерии таких видов, как Вас. mesen­
tericus, Вас. intermedins, Вас. glutinosus и др. образуют фер­
менты, сходные с РНКазой Вас. subtilis. Остановимся подробнее 
на описании свойств щелочной РНКазы Вас. intermedius[36, 85].

Максимальная активность РНКазы Вас. intermedins обнару - 
жена при pH 8,8 в глицин-NaOH буфере. Некоторое активирование 
фермента вызывают Ка+и ЭДТА. Небольшой ингибиторный эффект ока­
зывает Са2+. Неорганический фосфат и нуклеозидмонофосфаты не 
влияют на активность РНКазы. При концентрации субстрата 3,6 - 
4,3 мг/мл проявляется наибольшая активность фермента. Дальней­
шее увеличение концентрации субстрата приводит к уменьшению 
скорости реакции, вероятно из-за ингибирующего влияния продук­
тов гидролиза.
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При фракционировании ферментативного гидролизата PHK на 
разных стадиях гидролиза обнаружены олигонуклеотиды разной сте­
пени полимерности, что свидетельствует об эндонуклеолитическом 
характере атаки.

По отсутствию прироста неорганического фосфата при обра­
ботке мононуклеотидной фракции гидролизата 5-нуклеотидазой оп­
ределено , что фермент расщепляет 5-ФДЭ связи РНК.

При хроматографическом разделении на бумаге мононуклеотид­
ной фракции ферментата обнаружено четыре пятна, соответствую­
щие 3-ГМФ, 3-АМФ и их циклическим производным.

Данные по нуклеотидному составу разных фракций фермента­
тивного гидролизата, приведенные в таблице 21, свидетельству­
ют о предпочтительном расщеплении РНКазой ФДЭ связей типа Гф-Нф 
и Аф-Нф, причем связи Гф-Нф расщепляются быстрее, чем Аф-Нф.

Таблица 21

Характеристика гидролизата РНК, полученного 
при помощи РНКазы Bac. intermedius

Нуклеотиды
Содержание во фракциях, мкмоль-%

мононуклео­
тиды

3-концевые
нуклеотиды

фракция, ли­
шенная 3'-кон­
цевых нуклео­
тидов

3'-ГМФ 67,1 71,4 0,0
3'-АМФ 29,2 19,9 34,8

3'-ЦМФ+3'-УМФ 3,7 8,7 65,2

Нуклеозид-2?, ^-циклофосфаты гидролизуются крайне медленно. 
Скорость гидролиза разных нуклеозид-циклофосфатов различна: 
Г>ф>А>ф>У>ф>Ц > Ф.

Таким образом, внеклеточная РНКаза Вас. Intermedius сход­
на по своим ферментативным свойствам (эндонуклеолитический тип 
атаки, механизм, включающий трансфосфорилирование, преимущест­
венная пурин-специфичность) с внеклеточной РНКазой Вас. sub- 
^Изиможет явиться полезным аналитическим инструментом при 
структурном анализе РНК.
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1
Рибонуклеинат гуанин-нуклеотидо-2-трансфе- 
разы (циклизующие) - КФ 2.7.7.26,(3.1.4.8)

а) Внеклеточная РНКаза Вас. amylozyma

Очищенная от интерферирующих активностей РНКаза Вас. ашу- 
lozyma представляет собой термостабильный и устойчивый при ки­
слых pH среды фермент с относительно низким молекулярным весом 
(9000), определенным с помощью гельфильтрации [5,6].

Максимальная активность фермента проявляется при pH 8,6 . 
Некоторое влияние на ферментативную активность оказывает при - 
рода буфера, вследствие чего в трис-HCI буфере эта активность 
значительно выше, чем при тех же значениях pH в боратном буфе­
ре. Некоторый активирующий эффект оказывают На+ и ЭДТА, и 
Са^+ вызывают некоторое понижение активности.

РНКаза проявляет различную активность в отношении суммар­
ной дрожжевой РНК и транспортной РНК. Последняя гидролизуется 
в 1,6 раза медленнее, что свидетельствует о предпочтительной 
специфичности фермента к неспирализованным структурам.

Об эндонуклеолитическом характере гидролиза субстрата сви­
детельствует содержание нуклеотидов разной длины цепи при пол­
ном гидролизе РНК ферментом. Содержание моно-, ди-, три-, тет­
ра-, пента-, гекса- и более полимерных олигонуклеотидов II, 
24, 22, 22, 14, 4, 4% соответственно.

Показано, что продукты гидролиза имеют З^концевой фос - 
фат и содержат нуклеозид-2*,3^-циклофосфаты,  которые гидролизу - 
ются крайне медленно.

При хроматографическом разделении на бумаге суммарного 
гидролизата и его мононуклеотидной фракции оказалось, что в по­
следней содержится только 3-ГМФ (и Г > Ф ) при разных сроках 
инкубации РНК с разными концентрациями фермента.

Изучение нуклеотидного состава олигонуклеотидных фракций 
гидролизата (табл. 22 ). показало, что содержание гуанина за - 
кономерно уменьшается по мере увеличения полимерности полинук­
леотидов, что подтверждает гуанил-специфичность фермента.

Таким образом, РНКаза Вас. ату1огутапроявляет абсолютную 
специфичность к природе оснований и гидролизует только ФДЭ 
связь типа Гф-Нф.
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Таблица 22
Нуклеотидный состав олигонуклеотидных фракций 
гидролизата PHK [5], полученного при помощи

РНКазы Bac. amylozyma

Фракции 
нуклео­
тидов

Содержание оснований, мкмоль Содержа­
ние Г, 
моль-°/о

Г/ 
А+Ц+УГ А У Ц

Ди- 0,282 0,098 0,102 0,117 47,1 0,89
Три- 0,122 0,101 0,110 0,112 27,4 0,38
Тетра- 0,074 0,082 0,081 0,098 22,2 0,32
Пента- 0,055 0,078 0,088 0,096 18,5 0,23
РНК 
(субст­
рат)

0,139 0,109 0,122 0,131 27,7 0,38

б) Внеклеточная рибонуклеаза Bac. pumilis

Руяицкий с соавторами [446] предпринял поиски рибонуклеаз 
у разных микроорганизмов и обнаружил сравнительно высокую РНК­
азную активность в культуральной жидкости Вас. pumllis ZFO3028. 
Фермент был очищен от интерферирующих активностей и ос - 
новные свойства его изучены. Молекулярный, вес РНКазы Вас. pumi- 
Iis близок к РНКазе Вас. subtilis и Вас. amylozyma (около 
10-9 ТЫС.).

Оптимальная активность проявляется при pH 7,9 Mg2+ и Ca2+ 
в концентрации 0,001 M вдвое снижают ферментативную активность. 
ЭДТА не изменяет активности фермента.

Характер гидролиза PHK эндонуклеолитический, механизм- 
двухфазный с внутримолекулярным перефосфорилированием. Расщеп­
ляет 5-ФДЭ связи только типа Гф-Нф.

Внеклеточные РНКазы обеих споровых бактерий Вас. amylozy- 
ma и Вас. pwailis сходны по своим свойствам с гуанил-специфич­
ными РНКазами актиномицетов и грибов.
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Рибонуклеинат-нуклеотидо-2-трансферазы 
(циклизующие, не гидролизующие циклофосфаты-эндо- 

нуклеазы) - КФ 2.7.7.Х

а) Рибонуклеаза Azotobacter agile

Фермент обнаружен в нерастворимом осадке бесклеточных экс- 
трактов Azotobacter agile. РНКаза частично очищена от интер­
ферирующих ферментативных активностей [462]. Фермент лабилен 
при интенсивном диализе и замораживании. Инактивируется особен­
но быстро при кислых значениях pH.

Максимальная активность проявляется при pH 7,5 в присутст­
вии CaClg в концентрации I-IOmM или Mg CL>. ЭДТА и мочевина ин 
гибируют фермент. РНКаза гидролизует высокомолекулярную дрожже­
вую РНК и синтетические гомополинуклеотида по эндонуклеолитиче­
скому типу с образованием в качестве конечных продуктов реак - 
ции нуклеозид-2,'3-циклофосфатов. Раньше других появляются 
А > ф и Ц > ф. Нуклеозид-2 ,’з-циклофосфаты не подвергаются гид­
ролизу даже при высоких концентрациях фермента и длительных 
сроках инкубации.

б) Внутриклеточная рибонуклеаза Вас. subtilis

При разрушении клеток Вас. subtilise помощью лизоцима или 
механическим путем в экстрактах обнаружена РНКазная активность, 
составляющая 1/230 часть внеклеточной РНКазной активности [390, 
556 - 559] . РНКаза очищена в 2100 раз до гомогенного состоя - 
ния. Фермент стабилен при pH 7,0 - 8,0 и термолабилен (инакти­
вируется при инкубации в течение 40 мин. при 37°). Максималь­
ная активность проявляется при pH 5,5 - 5,7. Ингибиторный эф­
фект оказывают АТФ и дАТФ ( Kiпри pH 5,7 - 0,12 и 0,21 мкМ со­
ответственно).

Фермент гидролизует дрожжевую РНК и полинуклеотиды по 
эндонуклеолитическому типу. Механизм гидролиза включает пере­
нос фосфата с образованием в качестве конечных продуктов нук­
леозид-2*,3-циклофосфатов.  Поли-Ц и поли-А гидролизуются не - 
сколько медленнее, чем поли-У и РНК. Циклофосфаты не гидроли - 
зуются даже при высоких концентрациях фермента и при длитель - 
ных сроках инкубации.

- 133 -



в) Внутриклеточная рибонуклеаза Proteus mirabilis

Фермент, выделенный из клеток Pr« mirabilis [185], по - 
добно описанным выше РНКазам^ гидролизует дрожжевую РНК и син­
тетические полинуклеотиды по эндонуклеолитическому типу с обра­
зованием в качестве конечных продуктов гидролиза нуклеозид-2’,3- 
циклофосфатов, которые интактны к ферменту.

Рибонуклеазы с такими свойствами найдены только в микроб­
ных клетках. Они могут быть использованы для структурного ана­
лиза. РНК и для препаративного получения нуклеозидциклофосфа - 
тов.

Ри бо нук леин а т-нук ле о тидо-3-гидро ла зы- 
КФ 3.1.4.Х

Рибонуклеаза ПА Thiobacillus thioparus

Из экстрактов клеток тЫоЬас.ЬЫорагизбыла выделена РНК­
азная фракция, которая при последующем фракционировании оказа­
лась гетерогенной и состояла из трех отличающихся друг от 
друга по физико-химическим свойствам ферментов [405, 96, 530, 
406]. До 60% РНКазной активности клеточного экстракта состав­
ляет РНКаза ПА, которая была отделена от других РНКаз и бал - 
ластных белков по методике, описанной в третьей главе.

РНКаза ИА представляет собой термостабильный (не инак - 
тивируется при 100° в течение 20 мин.), кислотоустойчивый фер­
мент. Оптимальная активность проявляется при pH 7,0 и темпе­
ратуре 50°. Инактивируется при высокой ионной силе: I М раст­
вор NaCI снижает активность на 75%. Некоторое снижение актив­
ности вызывает бромацетат. Молекулярный вес составляет 13500. 
Фермент гидролизует РНК по эндонуклеолитическому типу. Продук­
ты гидролиза состоят из моно-, ди-, три- и недиализуемых по - 
линуклеотидов. Фермент расщепляет 5-ФДЭ связи, но без предва­
рительного образования нуклеозид-2,3-циклофосфатов. Мононук - 
леотидная фракция, составляющая 8% гидролизата, содержит 
3-УМФ, 3-ЦМФ, 3-АМФ и 3-ГМФ. Недиализуемая фракция гидролиза­
та содержит 60% гуанина, 20% аденина и по 10% урацила и цито­
зина. 5-концевые нуклеотиды олигонуклеотидных фракций гидро - 
лизата содержат преимущественно пурины, 3-концевые нуклеотиды 

- 134 -



состоят исключительно из пиримидинов. По своей специфичности 
к природе оснований (гидролизует предпочтительно связи типа 
Пир-Пур) РНКаза ПА Thiobac.thtoparus сходна с панкреатичес - 
кой РНКазой. Отличается от последней механизмом гидролиза 
РНК - отсутствием трансферазной активности и способности ги­
дролизовать нуклеозидциклофосфаты. Кроме того, недиализуемая 
фракция гидролизата, как показано выше, обогащена гуанином.В 
"core " гидролизата РНК, полученного с помощью панкреатиче - 
ской РНКазы, примерно одинаковое содержание гуанина и адени­
на.

РНКаза ПА Th. thioparus , вследствие ее специфических 
особенностей по отношению к природе оснований, прилегающих к 
гидролизуемым связям, может явиться полезной для анализа пер­
вичной структуры РНК.

Рибонуклеинат-нуклеотидо-5-гидролазы-  
КФ 3.1.4.Х, <3.1.4.23)

а) Рибонуклеаза П Е. coli

РНКаза И обнаружена Шпаром и Шлезингером [4741. Фермент 
очищен от интерферирующих активностей (степень очистки 600 
раз) и подробно изучен [472, 464, 465, 480, 155, 396, 395 , 
523] . РНКаза лабильна при хранении, для ее стабилизации ис­
пользуется сывороточный альбумин. Максимальная активность 
проявляется при pH 7,5 только в присутствии одновалентных и 
двувалентных катионов (0,1 М KGI и 3 шЫ MgC^). Более высо - 
кие концентрации Mg^+ - 60 - 100 mM ингибируют ферментатив­
ную активность. Фермент ингибируется также высокими концен­
трациями мочевины.

Экзонуклеолитическая атака РНК и рибополинуклеотидов на­
чинается с 3-ОН конца цепи и заканчивается образованием 5*-  
мононуклеотидов. Фермент проявляет предпочтение к неспирали- 
зованным структурам. Полинуклеотиды, содержащие свободную 
3-ОН группу, гидролизуются в 5 - 10 раз быстрее, чем полину­
клеотиды с 3-фосфатной концевой группой. Фермент обладает 
некоторой специфичностью к природе оснований: быстрее других 
полинуклеотидов гидролизует поли-А. Относительная скорость 
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гидролиза разных субстратов в процентах следующая: поли-А - 
100, поли-У - 55, поли-Ц - 55, суммарная дрожжевая РНК - 4,6, 
растворимая РНК - I.

Элей и Крофорд [211] обнаружили у Е. coli РНКазу, актив­
ность которой значительно снижается в присутствии односпираль­
ной ДНК. По каталитическим свойствам фермент аналогичен РНКа­
зе П Е. coli- гидролизует односпиральные РНК до 5*-  мононук - 
леотидов. Поскольку,по предварительным данным [464], на РНКазуП 
ДНК оказывает слабое ингибирующее действие, авторы полагали, 
что.обнаружили новый фермент, обозначенный ими РНКаза У1. Од­
нако позднее Горелик и Апирион [240] обнаружили значительное 
ингибирование РНКазы П дезоксиолигонуклеотидами и денатуриро - 
ванной нагреванием ДНК в отличие от нативной ДНК, дающей сла­
бый ингибирующий эффект.

Ранее было показано, что АТФ ингибирует РНКазу II [520]. 
Однако по мере очистки фермента ингибирующий эффект АТФ осла­
бевал и полностью исчезал по отношению к высокоочищенной 
РНКазе U [505] . Кажущийся ингибиторный эффект АТФ объясняет­
ся наличием в неочищенных препаратах фермента -аденилаткиназы, 
который в присутствии АТФ превращает 5-мононуклеотиды (про - 
дукты реакции РНКазы U) в спиртонерастворимые нуклеозиддифос­
фаты [268] .

В клетках Е. coli, кроме двух описанных выше РНКаз, об - 
наружено еше три фермента - РНКаза Ш, ТУ и У, которые отлича­
ются рядом специфических свойств.

РНКаза Ш (3.1.4.24) получена путем экстракции солевыми 
растворами высокой ионной силы из 30S субъединиц рибосом.Вы - 
сокоочищенный фермент обнаруживает абсолютную потребность в 
одновалентных катионах. Оптимальными являются концентрации 
I0”3 - то”т М. Концентрации выше 4x10“^ М ингибируют фермент. 
Двухвалентные катионы Mg и Мп 3+ в концентрации 5x10”^ - 
10“1 и 5xI0“5 - ТО”3 М соответственно дают активирующий эф - 
фект. Максимальная активность фермента проявляется в широком 
диапазоне pH - 7,6-9,7. РНКаза Ш проявляет абсолютную специ­
фичность к двуспиральным полирибонуклеотидам. Субстраты, име­
ющие двуспиральные участки, фермент селективно гидролизует 
только по этим местам цепи. Одноцепочечные РНК, одно- и дву­
цепочечные ДНК интактны к действию РНКазы Ш, хотя и вызывают 
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ингибирование гидролиза двуцепочечных РНК. По анализу дина­
мики гидролиза поли-АУ установлен эндонуклеолитический тип 
атаки, а также то, что продуктами гидролиза являются 3-оли- 
гонуклеотиды без образования нуклеозид-2,3-циклофоофатов в 
качестве промежуточных продуктов [438, 439, 337, 338] .

РНКаза 1У получена из мутанта E.coli мве-600, лишенно­
го РНКазы I. Фермент специфически расщепляет РНК фага R 17 
или М 32. Седиментационный анализ показал, что при короткой 
экспозиции РЖ расщепляется на два фрагмента - 2IS и 15S. 
I5S фрагмент имеет 5-конец молекулы РНК, 2JS фрагмент име­
ет 3-конец молекулы РНК фага. При последующей длительной ин­
кубации 2IS фрагментов с высокими концентрациями фермента 
образуются I5S фрагменты [475, 366] .

РНКаза У также получена из мутанта в. coll 464, лишенно­
го РНКазы Т. Активность фермента проявляется только в при­
сутствии обеих субъединиц рибосом (30S и 50S ), фактора g* 
фактора Т, ГТФ, тРНК, одновалентных и двувалентных катионов 
и сульфгидрильных веществ. Таким образом, только при соблю - 
дении условий, обеспечивающих нормальную функцию рибосом, 
РНКаза У способна гидролизовать поли-У, поли-А и РНК. Харак­
тер гидролиза экзонуклеолитичеокий, начало атаки - 5 - конец 
цепи, продукты гидролиза - ^-мононуклеотиды. Ферментативная 
активность ингибируется всеми факторами, которые ингибируют 
расщепление информационной РНК in vivo [312, 313].

б) Рибонуклеаза II Lactobacillus plantarum

Из разрушенных замораживанием и оттаиванием клеток Lac­
tobacillus plantarum выделен и очищен фермент, сходный о 
РНКазой II Е. coll И названный РНКазой И L. plantarum [345, 
230, 231] . Частично очищенный фермент отличается стабильно­
стью, активность не снижается при хранении в течение шести 
месяцев при 20°. Оптимальная активность проявляется при pH 
8,6 в присутствии 0,4 М NH^CI. ЭДТА ингибирует фермент; Mg^+ 
несколько снижает ингибиторное влияние ЭДТА, но не активиру­
ет РНКазу.

РЖаза гидролизует полирибонуклеотиды по экзонуклеоли - 
тичеокому типу. Иеханизм гидролиза так называемый процесоив- 
ный, аналогичный РЖазе II Е. coll . Предпочтительно гидроли­
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зует одноцепочечные структуры. Атакует 3-ФДЭ связи. Продук­
ты исчерпывающего гидролиза - нуклеозид-5-монофосфаты. Фер - 
мент проявляет некоторую специфичность к природе оснований. 
Так, быстрее других гидролизуется поли-А; поли-У и поли-Ц 
гидролизуются крайне медленно; поли-Г устойчив к атаке фер - 
мента. Слабо гидролизуются гомополимеры 4 N-метилцитидило - 
вой кислоты. Устойчивы к действию фермента гомополимер 6 -N- 
-метиладениловой кислоты и тРНК. Поли-Ц и тРНК ингибируют 
гидролиз поли-А РНКазой по типу конкурентных ингибиторов.

РНКаза П е. coli и РНКаза ПЕ. plantarum,а также по­
добные ИМ РНКазы L.caseif296] И Salmonella typhimurium [424] 
могут быть использованы для препаративного получения 5-монс- 
нуклеотидоь.

в) Рибонуклеаза Serratia sp.

Фермент получен из гомогенатов клеток Ser. sp., разру - 
шенных механическим путем [3341. Оптимум pH”- 7,5, активиру­
ется Mg2+, Мп2+, Са2+, ингибируется Ее . Гидролизует 

РНК и рибополинуклеотиды по экзонуклеолитическому типу 
о образованием нуклеозид-^-монофосфатов. Предполагается, что 
началом атаки является 3-ОН конец полинуклеотидной цепи. Ри­
бонуклеотиды, содержащие 3-фосфатную группу, не атакуются 
РНКазой ser. sp. Фермент проявляет предпочтение к гетеропо­
лимерам, содержащим адениловую кислоту. При гидролизе РНК и 
указанных гетерополимеров 5-АМФ образуется быстрее других мо­
нонуклеотидов. Соответственно поли-А гидролизуется быстрее, 
чем поли-Ц и поли-У; поли-Г вообще не атакуется ферментом.

г) Рибонуклеаза Mycobacterium smegmatis

Из бесклеточных экстрактов Mycobacterium smegmatisполу­
чена РНКаза, которая преобладает в клетках этих бактерий. 
Максимальная активность фермента проявляется при pH 7,5-8,О 
в присутствии lfe2+ и Na+ (в отличие от РНКазы П Е. coli и 
L. plantarum, которые активируются К+ или NH^+ в сочетании 
с Мв2+). Отличительным свойством этой РНКазы является также 
ее относительная термостабильность. Остальные свойства ана­
логичны другим РНКазам этой группы: предпочитает односпи - 
ральные структуры; характер атаки экзонуклеолитический; гид­
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ролизует полирибонуклеотиды до 5 - мононуклеотидов. Лучше 
других полинуклеотидов гидролизует поли-А, слабо - поли-У, 
еще слабее - дрожжевую РНК [436].

РНК-ДНК-гибрид-рибонуклеотидогидролазы 
(3.1.4.34)

Гибрилаза (РНКаза Н) в. coli

Из клеток E.coli с использованием аффинной хроматографии 
[535] выделен новый фермент - РНКаза Н, который от всех из­
вестных нуклеаз E.coli отличается тем, что способен гидроли­
зовать РНК только в составе РНК-ДНК гибридных структур (362, 
535, 261, 160] . Максимальная активность РНКазы Н проявляет­
ся при значениях pH 7,0 - 8,0 в присутствии Mg2-*- (оптималь­
ная концентрация - 5-10 шМ) и сульфгидрильных реагентов. 
Mg2+ не может быть заменен другими двухвалентными катионами 
(Мп 2+, са 2+). Одновалентные катионы при низких концентра­
циях не оказывают влияния на активность фермента, при высоких 
концентрациях (0,3-0,5 М) оказывают ингибирующее действие. 
Фермент способен превращать более 95% РНК в РНК-ДНК гибридах 
в кислоторастворимые продукты, которые отделяются от цепи ДНК 
и устойчивы к последующей атаке РНКазы Н. Продукты гидролиза 
представляют собой моно (~5%) и олигонуклеотиды (~ 75% длин­
нее пентануклеотидов) с 5 -ФМЭ группой. По характеру гидро­
лиза фермент относится к эндонуклеазам.,: он способен атако­
вать сверхспиральную ДНК Со1вц, содержащую интегрированные 
участки рибонуклеотидов. 50% такой ДНК (23s ) превращается в 
17S форму после инкубации с РНКазой Н.

Из разных штаммов Е. coli(Kj2 ~ Н560 pol A"endol“5 С - 
-pol aJ В, ДНО -pol A endolfcry) получены совершенно иден­

тичные по биохимическим свойствам гибридазы.

В. Нуклеазы, гидролизующие ДНК 
и РНК

Рибонуклеинат (дезоксирибонуклеинат)-5-нуклеотидо- 
гидролазы - КФ 3.1.4.9
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а) Нуклеаза Serratia marcescens

О наличии нуклеаз в культуральной жидкости Ser. marces­
cens сообщили Джеффрис с сотрудниками [281] . Позднее фермент 
бил частично очищен и определены некоторые его свойства [206].

В лаборатории микробиологии Казанского университета в 
течение ряда лет подробно анализируются свойства нуклеазы 
Ser. marcescens [73, 78, 82, 83, II, 12 ] . Нуклеаза Ser. marces­
cens изучается также американскими исследователями [380,381].

Подробные сведения о получений и очистке нуклеазы из раз­
ных штаммов Ser.marcescens приводятся в третьей главе. Препараты 
нуклеазы были свободны от примесей интерферирующих ферментов, 
имели высокую удельную активность и в таком виде использова­
лись для последующих анализов.

Высокоочищенный фермент лабилен при хранении и термола­
билен (при 50-60° в течение 5 мин. инактивируется полностью).

Максимальная активность нуклеазы по действию на ДНК и 
РНК проявляется при pH 8,3-8,5 в трис-HCI буфере. Лучшее акти­
вирующее действие оказывает М^+ в концентрации 5x10“^ - 
7xI0”3 м, т.е. при молярном отношении Mg к фосфору субст - 
рата, равном 3:1. Несколько меньший активирующий эффект ока - 
зывает Mg Другие Ме2 не активируют фермент. Полное ин - 
гибирование вызывает ЭДТА. Некоторое ингибирующее влияние 
оказывают нуклеозидмонофосфаты, за исключением 5-ЦМФ, и неор­
ганический фосфат. Избыточные концентрации субстратов умень - 
шают скорость ферментативных реакций, по-видимому, за счет 
ингибирующего влияния продуктов деградации.

Изучалась динамика гидролиза ферментом нативной и дена - 
турированной нагреванием ДНК. Оба субстрата атакуются нуклеа­
зой, причем на ранних стадиях реакции нативная ДНК гидролизу­
ется быстрее денатурированной в 1,5-2,0 раза. Характер атаки- 
эндонуклеолитический, что установлено по соотношению скорости 
накопления кислоторастворимых продуктов гидролиза и снижения 
вязкости раствора нативной ДНК.

Дополнительное подтверждение эндонуклеолитического харак­
тера атаки нуклеиновых кислот ферментом дают результаты оп - 
ределения количества олигонуклеотидов разной степени полимер­
ности в гидролизатах. Исходя из экспериментальных данных,по­
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лученных при фракционировании гидролизата, определено распре­
деление разрывов цепи ДНК и РНК {33]. Как видно из сравне­
ния экспериментальных и теоретических данных, разрывы цепей 
ДНК и РНК распределяются не статистически (таблица 23).

Установлено, что местом ферментативной атаки являются 
3-ФД9 связи ДНК и РНК.

Определение специфичности нуклеазы Ser. marcescens по 
отношению к химической природе оснований, прилегающих к ата­
куемым ФДЭ связям, оказалось крайне затруднительным. Посколь­
ку нуклеаза не проявляет строгой специфичности, возникла не­
обходимость характеризовать гидролизат на ранних стадиях гид­
ролиза. В таблице 24 суммированы результаты анализа нуклео­
тидного состава разных фракций ферментативных гидролизатов 
ДНК и РНК. По мере увеличения полимерности фракций отношение 
суммарной концентрации пуринов к суммарной концентрации пи­
римидинов в них уменьшается (особенно в гидролизате ДНК). На 
ранних стадиях гидролиза кислоторастворимые и концевые фрак­
ции гидролизатов содержат пуринов больше, чем пиримидинов. 
Эти данные позволяют сделать заключение о некотором предпоч­
тении фермента к межнуклеотидным связям, содержащим пурины.

При помощи прямого метода анализа [415] определялось 
количество дфПир-ф-Пур связей, гидролизованных нуклеазой 
Ser. marcescens, а также способность фермента атаковать мо­
дифицированные производные ДНК. Фермент при длительной инку­
бации расщепляет 35% ФДЭ связей РНК, 25% ДНК и 20% апирими - 
диновой ДНК; апуриновая ДНК интактна. Связь типа дфПир-фПур 
расщепляется на 8,5-9,0%.

Нуклеаза Ser. marcescens в силу высокой активности и 
особенностей атаки ДНК и РНК может оказаться полезным анали­
тическим инструментом. В нашей лаборатории исследуется про - 
тивоопухолевоеи противовирусное действие этого фермента. 
Кроме того, нуклеаза Ser. marcescens используется для полу­
чения нуклеотидов [30 и др.] .

б) Нуклеаза Azotobacter agilis.

Аналогичную по свойствам нуклеазу выделили из бескле­
точных экстрактов Azotobacter agllis Стивинс И Хильм [479]. 
Фермент гидролизует ДНК и РНК по эндонуклеолитическому типу,
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Таблица 23

Распределение УФ-поглощающего материала во фракциях, однородных 
по числу нуклеотидов, в гидролизатах ДНК и PHK нуклеазы 
Ser. marcescens Ви-211 ATCC-9986 при глубоком гидролизе

Фракции
A260, 

% 
(гид­
роли­
зат 

ДНК)

Мольные доли 
нуклеотидов в %

Отношение A260, 
% 

(гид­
роли­
зат 
РНК)

Мольные доли 
нуклеотидов в % Отношение

экс­
пе­
ри­
мент. 
дан­
ные 
(I)

данные расче­
та по форму­

лам:

I/II I/III экспе­
римен­
таль­
ные 
данные

(I)

данные расче­
та по форму­

лам:

I/II I/III

(II) (III) (I) (III)

Мононуклеотиды 1,2 1,20 8,70 0 0,14 — 2,7 2,70 15,05 0 0,18 —

Динуклеотиды 13,7 6,85 6,10 11,68 1,12 0,59 35,3 17,65 9,16 15,02 1,93 1,17
Тринуклеотиды 25,4 8,46 4,27 8,39 1,98 1,00 38,0 12,66 5,59 10,06 2,26 1,26
Тетрануклеотиды 29,3 7,32 2,99 4,55 2,45 1,61 20,0 5,00 3,41 4,53 1,47 1,10
Пентануклеотиды 20,1 4,02 2,09 2,46 1,92 1,63 4,0 0,80 2,08 2,04 0,38 0,39
Гексануклеотиды 10,3 1,71 1,46 1,34 1,17 1,28 0,0 0,00 1,27 0,92 0,00 —



Таблица 24

Характеристика гидролизатов ДНК и РНК, 
полученных при помощи нуклеазы 

Serratia marcescens

Фракции гидро­
лизатов ДНК и 

РНК

Нуклеотидный состав, 
мкмоль-%

Г+А/ 
Ц+Т(У)

Г А Ц Т(У)

ДНК:
Динуклеотиды 31,8 29,7 23,9 14,6 1,60
Тринуклеотиды 37,0 26,1 16,6 20,3 1,72
Тетрануклеотиды 30,2 24,6 14,8 30,4 1,21
Пентануклеотиды 23,0 20,1 23,4 33,5 0,76
Гексануклеотиды 18,1 19,5 22,9 39,5 0,60
Кислотораст­
воримые оли­
гонуклеотиды

9% 28,0 34,0 16,3 21,7 1,63

20% 25,0 32,4 18,3 24,3 1,34

Концевые нук­
леотиды 
(КРП-8%)

5'- 33,2 26,4 17,3 23,1 1,48
3'- 27,7 31,4 17,9 23,0 1,44

РНК:

Динуклеотиды 29,2 23,2 19,6 28,0 1,10
Тринуклеотиды 26,8 21,0 19,3 32,9 0,86
Тетрануклеотиды 25,1 19,9 23,3 31,7 0,81
Пентануклеотиды 22,2 18,6 25,2 34,0 0,68
Концевые 
нуклеотиды 
(КРП-9%)

5'- 32,4 27,2 16,9 23,5 1,22

3'- 37,6 24,7 17,6 20,1 1,65
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образуя олигонуклеотиды о конпевой 5-фоофомоноэфирной труп - 
пой. При сравнительном анализе скорости гидролиза синтетичес­
ких полинуклеотидов оказалось, что нуклеаза быстрее других 
гидролизует поли-А; поли-Г ферментом не атакуется. Более под­
робных сведений относительно субстратной специфичности нукле­
азы Az. agilis не имеется.

Ферменты, способные расщеплять 3-ФДЭ связи ДНК и РНК по 
эндонуклеолитическому типу, найдены также в культуральной жид­
кости Str. hemolyticus [532 - 534].

Рибонуклеинат (дезокоирибонуклеинат)-З-нуклеотидо- 
гидролазы-экзонуклеазы - КФ 3.1.4.X, (3.1.4.18) 

а) Внеклеточные экзонуклеазы Вас. subtilis

В культуральной жидкости разных штаммов Вас. subtilis 
(М, SB-I9) обнаружена нуклеаза, сходная о экзонуклеазой се­
лезенки [262, 428, 267а] , которая при хроматографической 
очистке на ионообменниках подразделяется на несколько фермен­
тативных фракций [375, 301, 302, 403, 289а, Ъ]. Последние обоз­
начены, как нуклеазы Bs 10, Bs IA, Bs IB и Вз П, причем все 
нуклеазы, кроме BI0, имели аналогичные ферментативные свойст­
ва. и отличались лишь своим поведением при хроматографии 
[289а, 289Ъ]. Не исключено, что эти ферменты являются моди­
фицированными производными одного ферментного белка, возник­
ший под действием протеаз культуральной жидкости бактерий в 
процессе их роста [289а] .

Нуклеазы Bs IA, Bs IB и Вз П гидролизуют нативную и де­
натурированную ДНК и рРНК в присутствии Са 2+ при щелочных 
значениях pH. В отсутствии Са 2+ скорость гидролиза денату - 
рированной ЯНК и рРНК понижается, а нативная ДНК гидролизу­
ется очень медленно или вообще не гидролизуется. Активность 
этих ферментов ингибируется ЭДТА и другими агентами, которые 
связывают Са2+, ингибиторный эффект выбывают также Мп2+, Со2+, 

Zn 2+. Способ действия нуклеаз преимущественно экзонуклеоли- 
тический и больмая часть продуктов гидролиза ДНК представ - 
ляет собой дезокоирибонуклеозид-3-монофоофаты. Однако в очи­
щенных ферментных препаратах обнаружена эндонуклеолитическая 
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активность, составляющая 1% от всей куклеолитической актив­
ности неочищенного фермента. Она обнаружена по способности 
ферментов расщеплять кольцевую ДНК фага 6А. В настоящее 
время неизвестно , является ли эндонуклеаза свойством од­
ного и того хе с экзонуклеазой белка или это примесь посто­
роннего фермента. Экзонуклеолитическая атака денатурирован­
ной ДНК начинается от 5-конца. Нативная ДНК атакуется от 
3-конца, в результате чего, наряду с мононуклеотидами, обра­
зуется однонитчатая ДНК с 5-концами, которая атакуется от 
5-конца. Таким образом, атака нативной ДНК происходит в 
двух противополокннх направлениях.

Один из трех ферментов - нуклеаза Bs IA был ранее под­
робно изучен Оказаки с сотрудниками [4033 . Авторы отмечают, 
что в отсутствии Са2+ нуклеаза не атакует нативную ДНК, в 
присутствии Са2+ скорость гидролиза денатурированной ДНК 
выше, чем нативной. Оптимум pH гидролиза денатурированной 
ДНК и РНК - 9,5; нативной ДНК - 8,5.

В работе Керра о соавторами [301, 302] изучается дей­
ствие фермента, аналогичного нуклеазе Bs П, на олигонуклео­
тиды с 3- или 5-Ф концами. Было показано, что олигонуклео­
тиды, имеющие 3-фосфатную концевую группу, гидролизуются в 
5-20 раз быстрее, чем олигонуклеотиды с 3-ОН группой, причем 
ферментативная атака начинается о фосфатного, а не с гидрок­
сильного конца, т.е. З-Ф-олигонуклеотиды атакуются с 3-конца 
5-Ф-олигонуклеотиды - о 5-конца. Экзонуклеазы Вас*  subtilis 
могут быть использованы для получения нуклеозид - 3-фосфа - 
тов, для. структурно-функционального исследования ДНК, а 
также, как реагенты на 5-концевые группы [289].

Нуклеаза Bs 10 отличается от других трех ферментов тем, 
что гидролизует только денатурированную ДНК и обладает абсо­
лютной потребностью в Са2+.

б) Экзонуклеаза Lactobacillus acidophilus

Выделенная из экстрактов клеток L. acidophilus и 
частично очищенная нуклеаза (220 - 222 ] отличается стабиль­
ностью при хранении при t 2° и pH б,0-8,5;
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более лабильна при кислых pH. Выдерживает нагревание до 60° 
при pH I,3-3,0. Гидролизует разные субстраты при разных pH: 
тимидин-фосфат-нитрофенил гидролизуется при pH 7,8, бис-пара 
(нитрофенил) фосфат гидролизуется при pH 4,5, олигонуклеоти­
ды - при кислых и слабо щелочных значениях pH.

Фермент атакует рибо- и дезоксирибоолигонуклеотиды ис­
ключительно с 5’-ОН конца цепи, последовательно освобождая 
нуклеозид-3-фоофаты. Высокополимерные олигонуклеотиды гидро­
лизуются медленнее низкополимерных. Высокополимерные ДНК и 
РНК.вообще не атакуются нуклеазой Lactobacillus acidophilus 
в отличие от нуклеазы вас. subtilis. Наряду с послед - 
ней, этот фермент может использоваться для получения нуклео­
зид-3 -фосфатов и структурного анализа олигонуклеотидных це­
пей.

Рибонуклеинат-(дезоксирибонуклеинат)-5-нуклеотидо-  
гидролазы-экзонуклеазы - КФ 3.1.4.1

а) Экзонуклеаза Micrococcus sodonensis

Фермент накапливается в среде в период логарифмическо­
го роста микробной популяции [168 - 171]. Проявляет два ти­
па активности - нуклеазную и фосфомоноэотеразную. Оптимум pH 
действия - 8,8. ФМЭазная активность повышается в присутствии 
Мп2+ в концентрации 1,7хЮ“3М, большие концентрации вызыва­
ют ингибирование. Нуклеазная активность повышается в присут­
ствии Mg 2+, Мп 2+, Са2+ в концентрации I,3xI0"2M, 1,7х10"3М, 
1,7х10~^М соответственно.Обе активности стимулируются хелат­
ными агентами.’ такими,как глицин,гистидин, ЭДТА и сульфгидриль­
ными компонентами:меркаптоэтанолом,цистеином. Ингибирование 
обеих активностей вызывают ПХМБ и аналоги пуриновых нуклео­
тидов :инозин-5-хлорметилфосфонат и другие. ФМЭаза более термо­
стабильна,чем нуклеаза. Нуклеаза Mier, sodonensis гидролизует 
нативную и денатурированную ДНК, РНК, поли-А и аденил-3',5- 
аденозин. Тип гидролиза - зкзонуклеолитический. Начало атаки 
- 3-ОН конец. Для проявления активности необходимо наличие в 
полинуклеотидной цепи свободных 3-ОН групп. Полинуклеотиды с 
3-фосфатной концевой группой не атакуются. Предпочтительно 
гидролизует одноцепочечные структуры. Фермент расщепляет все
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3—ФДЭ связи нуклеиновых кислот и полинуклеотидов, образуя 
нуклеозид-5-фосфаты, которые немедленно дефосфолируются при­
сутствующей здесь фосфатазой, так что продуктами гидролиза на 
разных стадиях являются нуклеозиды. Нуклеозид-З'-фосфаты, ну­
клеозид-дифосфаты, нуклеозид-трифосфаты не дефосфолируются 
ферментом.

Нуклеаза Mier. sodonensis может быть использована для 
препаративного получения нуклеозидов.

б) Экзонуклеаза Thiobacillus thioparus

Наряду с РНКазой в бесклеточном экстракте Thiobacillus 
thioparus обнаружена нуклеаза, гидролизующая ДНК и РНК [96] . 
Фермент очищен от РНКазы и 5-нулеотидазы, отличается термола­
бильностью и устойчивостью к высоким концентрациям NaOH. 

Максимальная активность проявляется при pH 9,0 в присутствии 
Mn^+ . Zn^+ оказывает ингибиторное действие. Кроме нативных 
ДНК и РНК;, фермент гидролизует по экзонуклеолитическому типу 
"core" РНК, синтетические полинуклеотиды и Са-бис-пирани- 
трофенилфосфат. Продукты гидролиза НК и нуклеотидов - нуклео- 
зид-5-фосфаты. По субстратной специфичности сходен с экзонук­
леазой змеиных ядов [427, 38 и др.] . От вышеописанной нукле­
азы Mier, sodonensis отличен отсутствием S'-нуклеотидазной ак­
тивности. Может использоваться для препаративного получения 
5-мононуклеотидов и для структурного анализа нуклеиновых кис­
лот. в) Экзонуклеаза Lactobacillus acidophilus

Аналогичный нуклеазе Th. thioparus фермент обнаружен в 
клетках L.acidophilus [448] . Максимальная активность нуклеа­
зы проявляется при pH 8,0 в присутствии Mg^+ в концентрации 
SxIO^M и стабилизирующего агента (дитиоловое производное). 
Нуклеаза гидролизует НК и олигонуклеотиды по экзонуклеолити - 
ческому типу, расщепляя З'-ФДЭ связи и образуя в качестве ко - 
нечных продуктов гидролиза S'-мононуклеотиды. Пуриновые дину - 
клеотиды гидролизуются с большей скоростью, чем пиримидиновые. 
В присутствии S'-нуклеотидов замедляется гидролиз пара-нитро - 
фенил-5'-тимидинфосфата; 3-нуклеотиды, напротив, активируют 
эту реакцию.

Нуклеаза Lactobacillus acidophilus наряду с нуклеазами 
Th. thioparus и Mier, sodonensis может найти применение для 
аналитических и практических целей.



Принятые сокращения

ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота; РНК - рибонуклеи­
новая киолота; НК - нуклеиновые кислоты.

ДНКаза - дезоксирибонуклеаза.
РНКаза - рибонуклеаза.
ФДЭаза - фосфодиэстераза; ФМЭаза - фосфомоноэстераза.
ФДЭ связь - фосфодиэфирная связь.
АМФ, ГМФ, ЦМФ, УМФ,. ТМФ, ИМФ - адениловая, гуаниловая, 

цитидиловая, уридиловая, тимидиловая, инозиновая кислоты со­
ответственно;

НГФ - нуклеозидтрифосфат.
Поли-А, поли-Г, поли-Ц, поли-У, поли-Т - полиаденило - 

вая, полигуаниловая, полицитидиловая, полиуридиловая, полити­
мидиловая кислоты.

"Д" перед символом нуклеотида иди нуклеозида означает, 
что углеводным компонентом является дезоксирибоза.

Ф - фосфат, Фн - неорганический фосфат, Фо - общий фос­
фат, Фконц - концевой фосфат.

Н>ф - нуклеозид-2*,3-циклофоофат,  Ф - оправа от символа 
нуклеозида - в 3-положении, Ф - олова от символа нуклеозида - 
в ^-положении, Нф-Нф и фН - фН - ФДЭ связь, которая атакует­
ся в 5*-  или ^положении соответственно, Н - означает, что к 
атакуемой ФДЭ связи примыкает любое основание соответствую­
щей НК.

Пир - пиримидин, Пур - пурин.
АПир-ДНК - апиримидиновая ДНК.
АПур-ДНК - апуриновая ДНК.
ЭДГА - этилендиаминтетраукоуоная киолота.
УФ-облучение - ультрафиолетовое облучение.
ММС - метилметансульфонат.
КФ - классификация ферментов.
Кт - константа Михаэлиса.
К± - константа ингибиции.

КРП - киолотораотворимые продукты гидролиза.
пХМБ - п -хлормеркурибензоат.

САМ - s-аденозил-метионин.
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