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ВЫДЕЛЕНИЕ СЕРИЛ-тРНК СИНТЕТАЗЫ 
ИЗ ПЕЧЕНИ ЖИВОТНЫХ ЭКСПРЕСС-МЕТОДОМ 

Описан экспресс-метод выделения вы с око очищенного препарата серил-тРІІК синтета-
зы из печени животных. В процессе выделения фермента использовали метод осаждения 
белка 50 % -HbiM раствором полиэтиленгликоля (ПЭГ-6000), хроматографию на сор-
бенте DEAE-Toyopearl 650M и хроматографию на системе FPLC с использованием сор-
бентов MonoS и MonoQ. Выход очищенного фермента составлял около 600 мкг на 1 кг 
ткани печени. 

Серил-тРНК синтетаза из печени животных является структурным димером а2-
типа. Молекулярная масса фермента составляет 120 ООО. 

М е х а н и з м биосинтеза белков во всем многообразии их биологической активности и 
видовой специфичности был и остается одной из крупнейших проблем современной 
биохимии и м о л е к у л я р н о й биологии. А м и н о а ц и л - т Р Н К синтетазы и т Р Н К играют клю-
чевую роль в этом процессе. К р о м е того, в последнее время были о т к р ы т ы н о в ы е 
интересные функции а м и н о а ц и л - т Р Н К синтетаз и т Р Н К , отличные от их ф у н к ц и й в 
белковом синтезе [1]. М е т о д ы выделения и очистки т Р Н К в и н д и в и д у а л ь н о м состоянии 
и н а р а б о т к и их в достаточных д л я исследования количествах р а з р а б о т а н ы в н а с т о я щ е е 
время сравнительно х о р о ш о как д л я прокариот , так и д л я эукариот . В случае ж е ами-
н о а ц и л - т Р Н К синтетаз — остаются трудной проблемой, особенно д л я эукариотических 
ферментов . П о э т о м у очень в а ж н ы р а з р а б о т к и новых способов быстрого и э ф ф е к т и в н о -
го выделения а м и н о а ц и л - т Р Н К синтетаз высокой чистоты из эукариотических о б ъ е к т о в . 

В данном сообщении представлен метод быстрого выделения высокоочшценных 
п р е п а р а т о в с е р и л - т Р Н К синтетаз из печени ж и в о т н ы х . Д л я сравнения в ы д е л я л и фер-
мент из печени быка и кроля . 

Печень кроля и з в л е к а л и после з а б о я ж и в о т н ы х с последующей немедленной гомо-
генизацией ткани. Печень быка получали на мясокомбинате , и немедленно з а м о р а ж и -
в а л и т к а н ь в ж и д к о м азоте . С у м м а р н ы й п р е п а р а т т Р Н К в ы д е л я л и из печени ж и в о т н ы х 
по описанному методу [2] . С е р и л - т Р Н К синтетазную активность определяли по на-
чальной скорости о б р а з о в а н и я а м и н о а ц и л - т Р Н К . И н к у б а ц и о н н а я смесь в о б ъ е м е 0,05 м л 
с о д е р ж а л а 200 мМ трис-HCl буфер, р Н 8,0, 20 мМ MgCl 2 , 10 м М А Т Р , 0,08 мМ н С - с е -
рин ( Ч С С Р ) , 3 м г / м л с у м м а р н о г о препарата т Р Н К печени и от 10 д о 0,01 мкг белка (в 
з ависимости от степени очистки ф е р м е н т а ) . Смесь и н к у б и р о в а л и в течение 3 мин при 
3 7 ° С . Р е а к ц и ю о с т а н а в л и в а л и д о б а в л е н и е м 100 мкл холодной 10 %-ной т р и х л о р у к с у с -
ной кислоты (ТХУ) . О б р а з о в а в ш и е с я осадки наносили на ф и л ь т р ы W h a t m a n G F - C и 
о т м ы в а л и 30 мл 5 %-ной ТХУ. Р а д и о а к т и в н о с т ь проб регистрировали на с ц и н т и л л я ц и о н -
ном счетчике 1219 R a c k b e t a ф и р м ы «LI \B» ( Ш в е ц и я ) . М о л е к у л я р н у ю массу с е р и л - т Р Н К 
синтетазы изучали методом э л е к т р о ф о р е з а в градиенте концентрации (5—15 %) поли-
а к р и л а м и д н о г о геля (ПААГ) в нативпых условиях [3] и методом г е л ь - ф и л ь т р а ц и и 
[4 ] ; м о л е к у л я р н у ю массу субъединиц — электрофоретически в г р а д и е н т е к о н ц е н т р а ц и и 
( 8 — 2 5 % ) П А А Г по Л э м м л и [5] . К о н ц е н т р а ц и ю белка о п р е д е л я л и по Б р э д ф о р д у [ 6 ] . 
З а единицу активности с е р и л - т Р Н К синтетазы принимали количество фермента , к а т а -
л и з и р у ю щ е е а м и н о а ц и л и р о в а н и е 1 нмоль т Р Н К 8 е г за 1 мин при 37 °С. 

П е р в ы й этап очистки фермента проводили соответственно [14] . Печень измель -
чали и гомогенизировали в двух о б ъ е м а х 50 мМ трис-HCl буфера , р Н 7,5, с о д е р ж а щ е -
го 10 мМ M g C l 2 , 1 мМ P M S F и 1 мМ д и и з о п р о п и л ф т о р с у л ь ф а т , 10 мМ β - м е р к а п т о -
этанол . Гомогенат ц е н т р и ф у г и р о в а л и 30 мин при 30 000 g. С е р и л - т Р Н К синтетазу из 
с у п е р н а т а н т а 30 000 g о с а ж д а л и 50 % - н ы м раствором П Э Г - 6 0 0 0 («F luka» , Ф Р Г ) на 
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холоду на магнитной мешалке. Серил-тРНК синтетазная активность содержалась пре-
имущественно во фракции 9—12 % ПЭГ. Осадок белка собирали центрифугированием 
при 30 000 g (30 мин), осадок растворяли в 25 мМ калий-фосфатном буфере, р Н 7,5, 
с о д е р ж а щ е м 2 мМ β-меркаптоэтанол, 5 % глицерина, 1 мМ MgCl 2 и 0,1 мМ фенилме-
тилсульфонилфторид (буфер А) , и наносили на колонку с DEAE-ToyopearI 650М («Тоуо 
Soda», Япония) размером 4 ,5X21 см, уравновешенным тем ж е буфером А. Затем нано-
сили белок и колонку отмывали тремя объемами буфера А, после чего материал элю-
ировали в градиенте концентрации KCl (от 0,01 до 0,3 М) в том ж е буфере: объем 

Рис. 1. Электрофорез в де-
натурирующих условиях 
очищенного препарата се-
р и л - т Р Н К синтетазы: Iy 
2 — ферменты, выделенные 
из печени кроля и быка со-
ответственно; M — м а р к е -
ры молекулярной массы 
Eig. 1. SDS-elec t rophores is 
ot purif ied sample of seryl-
tRNA synthe tase : 1 — en-
zyme f rom the rabbi t liver; 
2 — enzyme f rom the bovi-
ne liver; M — marke r s of 
molecular weight 

Рис. 2. Нативный электро-
форез очищенного препа-
рата серил-тРНК синтета-
зы: 1, 2 — ферменты, выде-
ленные из печени кроля и 
быка соответственно; M — 
маркеры молекулярной 
массы 
Fig. 2. Nat ive electrophore-
sis of purif ied sample of se-
ry l - tRNA synthe tase : 1 — 
enzyme f rom the rabbit li-
ver; 2 — enzyme f rom the 
bovine liver; M — marke r s 
of molecular weight 

градиента 1600 мл. Фракционирование he 
500—600 мл/ч. В некоторых случаях осуществляли рехроматографию на небольшой 
колонке DEAE-Toyopear l в тех ж е условиях. 

Д а л е е серил-тРНК синтетазу очищали на системе F P L C («Pharmacia» , Швеция) . 
Активные фракции после DEAE-Toyopear l разводили в три раза буфером А и порциями 
по 20—30 мг наносили на колонку MonoS HR 5/5 , уравновешенную тем ж е буфером. 
Элюцшо проводили линейным градиентом KCl (0—0,3 М) . Скорость элюции 1 мл/мин. 
Активные фракции объединяли, разводили в три раза буфером А, наносили на колонку 
M o n o Q IIR 5/5, после чего элюировали градиентом KCl (0—0,3 М) со скоростью 
1 мл/мин. Фракции, обладающие серил-тРНК синтетазной активностью, объединяли. 
Чистоту полученного фермента определяли при помощи электрофореза в градиентном 
П А А Г в нативных и денатурирующих условиях (рис. 1, 2 ) . По данным электрофореза , 
препарат гомогенен. Из 1 кг печени было получено около 600 мкг высокоочищенной 
с е р и л - т Р Н К синтетазы. Вся процедура получения фермента занимала 4 дня. 

Степень чистоты полученного фермента определяли т а к ж е по наличию примесей 
других аминоацил-тРНК синтетаз в реакции аминоацилирования со смесью 1 4С-амино-
кислот и избытком 12С-серина. Нами было отмечено отсутствие загрязнения препарата 
примесями других аминоацил-тРНК синтетаз как для фермента, выделенного из печени 
быка , так и для фермента из печени кроля. Значение удельной активности полученно-

ι DEAE-Toyopear l проводили со скоростью 
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го препарата с е р и л - т Р Н К синтетазы при оптимальных условиях реакции аминоацилиро-
вания составляет : 30 м о л ь / м и н на моль фермента для с е р и л - т Р Н К синтетазы из печени 
кроля и 18 моль /мин на моль фермента д л я с е р и л - т Р Н К синтетазы из печени быка . 

К а к оказалось , выделенный нами фермент имеет очень высокую способность к 
агрегации, что следует из некоторых данных нативного электрофореза (рис. 2) и гель-
фильтрации при Ж Х В Д на геле TSK-250 («Тоуо Soda», Я п о н и я ) ; м о л е к у л я р н а я масса 
препарата в этих условиях иногда о к а з ы в а л а с ь около 240 000—480 000 [7—12] . Різ со-
вокупности данных, полученных различными методами, м о ж н о заключить : с е р и л - т Р Н К 
синтетаза из печени животных представляет собой структурный димер, состоящий из 
д в у х идентичных субъсдиниц с молекулярной массой около 64 000 (рис. 1). Аналогичная 
структура и близкие молекулярные массы показаны д л я с е р и л - т Р Н К синтетаз , выде-
ленных из других высших эукариот . 

Р а н е е мы пытались получить высокоочищенный препарат с е р и л - т Р Н К синтетазы 
из печени быка по методике [13] , к о т о р а я была более трудоемкой и длительной. Ни по 
этой, ни по экспресс-методике нам не удалось получить фермент с молекулярной мас-
сой 180 000, как отмечалось в этой работе [13] . 
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In s t i t u t e of Molecu la r B io logy and Genet ics , 
A c a d e m y of Sc iences of the U k r a i n i a n SSR, Kiev 

S u m m a r y 

A p r o x i m a t e me thod to isola te s e ry l - tRNA s y n t h e t a t s e f r o m the a n i m a l liver is descr ibed. 
It inc ludes po lye thy lene glycolc 6000 f r ac t iona t ion , c h r o m a t o g r a p h y on D E A E - T o y o p c a r l 
650 Mf and c h r o m a t o g r a p h y on the F P L C sys tem of M o n o S and M o n o Q sorben t s . A yield 
of the pur i f ied e n z y m e w a s abou t 600 ^ig per 1 k g of liver. The e n z y m e is a s t r u c t u r a l 
d imer ( a 2 type) wi th mo lecu l a r w e i g h t of 120 kDa. 
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