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I. ВВЕДЕНИЕ

Развитие молекулярной биологии, которое привело к многим важ-
нейшим открытиям было бы невозможно без развития микроаналитиче-
ских методов. Хроматография и электрофорез на бумаге и ионообменная
колоночная хроматография сыграли выдающуюся роль в становлении этой
науки, позволив выяснить наиболее общие закономерности строения ну-
клеиновых кислот и белков. Однако дальнейшее расширение и углубле-
ние знаний в этой области требовало решения конкретных задач, выде-
ления и установления структуры конкретных индивидуальных молекул
нуклеиновых кислот и белков, количество молекул которых в клетке
подчас измеряется единицами. Прежние микрометоды мало пригодны
для решения новых проблем и, хотя в установлении структуры первых
индивидуальных нуклеиновых кислот еще пользовались старыми мето-
дами, совершенно очевидной стала необходимость разработки и исполь-
зования новых, значительно более чувствительных методов анализа.

В настоящее время использование хроматографии в тонких слоях в
сочетании с мечеными соединениями позволяет анализировать количест-
во соединений не менее 10~12 г. Колоночная хроматография обладает
пока меньшей чувствительностью (10~7 — 10~9 г), однако часто позволяет
проводить необходимый спектральный анализ вещества. Удельный вес
ультрамикрометодов в современных исследованиях непрерывно увели-
чивается.

В данном обзоре обобщегы достижения в области методов анализа
нуклеиновых кислот за последние 10 лет. Читатели, интересующиеся
работами предыдущих лет, могут познакомиться с ними в ранее опуб-
ликованных обзорах1"5.
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Основное внимание в данном обзоре уделено ультрамикрометодам.
Поскольку принципы и хроматографические системы, использующиеся
в ультрамикроанализе носят общий характер, в обзор включены также
и менее чувствительные методы, которые можно применять и в ультра-
микроварианте.

Методы анализа нуклеиновых кислот носят общий характер и могут
быть использованы также в других областях исследований. Авторы на-
деются, что обзор будет полезен не только химикам, физикам и биоло-
гам, работающим в области молекулярной биологии, но и химикам-орга-
никам, применяющим в своей работе микрометоды.

Для облегчения использования обзора в практической работе мате-
риал разбит на разделы, объединяющие одинаковые типы анализируе-
мых соединений. Сокращения и символы нуклеиновых кислот и их ком-
понентов, применяемые в статье, рекомендованы комиссией ШРАС и
ШВ 6 .

Для проведения анализов. НК и их компонентов употребляют боль-
шое число разного типа сорбентов. С подробной характеристикой и на-
званиями фирм, выпускающих эти сорбенты, можно ознакомиться в
справочнике Лурье 7.

Ιί. НУКЛЕИНОВЫЕ КИСЛОТЫ

Число различных типов Η К в клетке довольно велико, поэтому выде-
лить индивидуальные компоненты чрезвычайно трудно. Кроме того,
ограниченная растворимость Ρ ВОДНЫХ растворах, способность к агрега-
ции и неспецифическому взаимодействию с сорбентами, сильно сужают
набор методов фракционирования НК. Однако в литературе приводится
довольно большое число систем для хроматографического разделения
НК на индивидуальные компоненты. Опыт их применения свидетельст-
вует о том, что для успешного выделения гомогенного вещества недоста-
точно использования одной хроматографической процедуры. Наиболее
целесообразен метод ступенчатого фракционирования НК. Сначала
смесь НК делят на фракции, обладающие одинаковой специфич-
ностью— транспортные РНК (т-РНК), рибосомальные РНК (р-РНК),
информационные РНК (и-РНК), ДНК и т. д. Для этого часто исполь-
зуют избирательную экстракцию, комбинации различных способов
осаждения, центрифугирование8 и хроматографические методы. Далее
фракции НК подвергают более тонкому разделению.

Из хроматографических методов наибольшее распространение полу-
чили: разделение на ионообменных смолах, распределительная, аффин-
ная хроматография и другие.

1. Ионообменная хроматография

А. Сорбенты, содержащие белки

Один из видов такой хроматографии — фракционирование на колон-
ках с метилированным альбумином, сорбированным на кизельгуре
(МАК-хроматография), получил большое распространение для разделе-
ния всех типов НК· Их подвижность на колонках с МАК определяется,
в основном, тремя факторами: 1) длиной полинуклеотидной цепи (сум-
марный заряд молекулы), 2) конформацией НК в растворе и 3) ее ну-
клеотидным составом. Первый фактор определяет силу ионного связы-
вания хроматографируемого вещества с сорбентом. Второй и третий —
степень гидрофобного взаимодействия и взаимодействия за счет водо-
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родных связей. Хроматографическое поведение НК на колонках с МАК
показывает, что второй и третий факторы при разделении НК играют
более существенную роль.

При элюции в градиенте концентраций NaCl от 0,2 до 1,2 Λί НК де-
лятся на фракции, соответствующие их функции в клетке т-РНК, ДНК
и т. д.9·1 0. Разделение проводят при 15—25°, иногда при 35°. Повышение
температуры нецелесообразно, так как при этом часть нуклеотидного
материала удерживается сорбентом. Понижение температуры тоже не-
желательно ввиду менее четкого разделения. Необходимо помнить, что
концентрация NaCl, при которой элюируется данный тип НК, может
варьировать для разных партий кизельгура и метилированного альбу-
мина, что можно объяснить разной степенью его метилирования. Одна-
ко порядок элюции — т-РНК — ДНК—(ρ-РНК, и-РНК), как правило,
не меняется э~12.

Профиль элюции зависит от источника НК· Так, при разделении бак-
териальных НК на колонках с МАК, т-РНК и обе р-РНК (16 S и 23 S)
хорошо отделяются друг от друга, а быстро метящиеся РНК разделя-
ются на несколько фракций. В случае НК из животных тканей, р-РНК
разделяются несколько хуже, а и-РНК элюируются смешанной фрак-
цией 10~и. Если НК находится в денатурированном состоянии, то она вы-
мывается с колонки при больших концентрациях соли, чем нативная.
Это положение справедливо как для ДНК1 3~1 5, так и для РНК 1 6 " 1 8 ·
Выход вещества с колонки для нативных препаратов, обычно со-
ставляет 90—100%, для денатурированных НК он значительно ниже
(50—70%)13·", а при перегрузке колонки, например, ДНК нуклеотид-
ный материал может вообще не элюироваться 1Э.

Оптимальные условия разделения на колонке с МАК — 0,5—2 мг
смеси НК на 10 мл суспензии МАК при общем объеме градиента 800 мл.
Со способом приготовления сорбентов и техникой хроматографии мож-
но ознакомиться в работах ''·10.20-25. Для приготовления колонок можно
использовать как бычий альбумин10· 20· 23~25, так и альбумин челове-
ка2 6·2 7. Вместо кизельгура можно использовать силикагель17· 28~31

(МАСА-хроматография), при этом емкость сорбента по количеству ну-
клеотидного материала существенно возрастает30'32.

Хроматографию на колонках с МАК и МАСА используют также для
разделения фракций НК на индивидуальные компоненты. При разделе-
нии ДНК положение элюируемой ДНК зависит от длины молекулы,
конформации и нуклеотидною состава. ДНК с большей длиной и содер-
жащая больше пар гуанин-цктозин (ГЦ-пар) элюируется при более вы-
соких концентрациях соли24 3\ Некоторые ДНК, такие, например, как
ДНК В. subt., тимуса теленка и мышей элюируются при одинаковых
концентрациях соли33. ДНК Е. coli и фагов Т2 и Т4 хорошо отделяются
друг от друга. ДНК фага Т5 можно разделить на два компонента8·34.
Гликозилирование оснований ДНК приводит к более прочному связы-
ванию с сорбентом 35.

Широкое распространение хроматография на колонках с МАК и
МАСА получила для разделения нативной и денатурированных форм
ДНК 1 3 · i 5 ' 3 6 - 4 3 · С помощью этого метода можно выделять гибриды
ДНК-РНК, репликативные формы фаговых ДНК и комплементарные
нити ДНК"~ 4 7 · Для разделения т-РНК хроматография на МАК пред-
ложена японскими исследователями48 и успешно используется для фрак-
ционирования т-РНК 4 9" 5 8 из самых различных источников1 6·2 2·2 5·2 6·4 9-5 8

и ее химически модифицированных производных30·31·59.
Для хроматографии НК в качестве носителя используют также ос-

новные белки и полипептиды, сорбированные на кизельгуре60"67. Про-
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филь хроматографии и закономерности, отмеченные ранее (влияние мо-
лекулярного веса, нуклеотидного состава и т. д.) при фракционировании
на этих сорбентах те же, что и для хроматографии на колонках с МАК
и МАСА68-71.' Интересной модификацией метода является разделение
на целите рибонуклеопротеидного комплекса (РНП-комплекса)72. При
этом белки РНП сорбируются на целите и не вымываются с колонки,
а РНК фракционируется аналогично разделению на МАК. Описана хро-
матография ДНК на белковых порошках из шерсти73. Поведение ДНК
на таких колонках напоминает хроматографию на МАК.

Следует отметить, что принцип хроматографии НК на белках, сор-
бированных на носителях типа кизельгура или силикагеля весьма пер-
спективен, так как разделение в данном случае определяется в первую
очередь специфическими силами адсорбции и водородных связей.
Использование для этих целей других белков, например иммуноглобу-
линов и др., могло бы, как нам кажется, существенно расширить воз-
можности фракционирования НК.

Б. Сорбенты на основе целлюлозы и сефадекса

При разделении НК на ионообменных полисахаридах связывание НК
со смолой за счет ионных взаимодействий более прочное, чем для сор-
бентов, содержащих метилированные и основные белки. Поэтому влия-
ние на разделение других фпкторов (конформация НК, ее состав и не-
ионные взаимодействия с сорбентом) оказывается существенным лишь
для НК с низким молекулярным весом. Высокополимерные НК сорби-
руются анионитами настолько прочно, что для элюции требуются высо-
кие концентрации солей. Поэтому разделение ДНК и высокополимер-
ных РНК на ионообменных целлюлозах и сефадексах используется
сравнительно редко8·7 4·7 5. Широкое распространение эти сорбенты на-
шли лишь при фракционировании т-РНК 7 8" 7 8. Хроматография т-РНК
на диэтиламиноэтилцеллюлозе (ДЭАЭ-целлюлозе)76·77-79-85, триэтилами-
ноэтилцеллюлозе (ТЭАЭ-целлюлозе)88 и ДЭАЭ-сефадексе 76~78· 87~" изве-
стна во многих вариантах (см. табл. 1).

Наиболее хорошо исследовано поведение на ионообменниках для
т-РНК из Е. coli и дрожжей. т-РНК из Е. coli элюируются с колонки
при более высоких концентрациях соли, однако порядок элюции т-РНК
по их специфичности к определенной аминокислоте сохраняется. Хрома-
тография на полисахаридных анионитах используется в настоящее вре-
мя на первой стадии очистки т-РНК. Метод позволяет разделить за
один прием до 100 г суммарной т-РНК1 0 0·

Наиболее эффективное разделение для т-РНК наблюдается при хро-
матографии на бензоилированной ДЭАЭ-целлюлозе (БД-целлюлозе).
Применение такого гидрофобного сорбента позволяет повысить вклад
адсорбционных сил в процессе хроматографического разделения.
БД-целлюлоза для разделения т-РНК впервые предложена группой Те-
нера 1 0 1 · 1 0 2. При элюции солями при низких температурах наблюдается
хорошее фракционирование т-РНК (см. рис. 1). Метод получил широкое
распространение для выделения индивидуальных т-РНК 9 5 ' 9 7 · 1 0 3 - 1 0 9 . Хро-
матографические профили для т-РНК из разных источников, в основном,
дают аналогичные картины. Фен-, цис-, тир-, сер- и лей-специфичные
т-РНК удерживаются БД-целлюлозой прочнее, чем другие т-РНК. Фе-
нилаланиновая т-РНК из дрожжей и печени крысы элюируется при
больших концентрациях соли, чем аналогичная т-РНК из Е. со// 1 0 2 1 0 7

и галофильных бактерий 109. Меньшая сила сорбции объясняется, по-ви-
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ТАБЛИЦА 1

Условия разделения т-РНК на ионообменных смолах

Сорбент

ДЭАЭ-цел-
люлоза

ТЭАЭ-цел-
люлоза

ДЭАЭ-сефа-
декс

Условия разделения

рН 5,0; градиент
соли

рН 7,5; мочевина,
градиент соли

рН 7,5; 0,36 Μ NaCl
градиент мочеви-
ны^

рН 4,2; Ί Μ моче-
вина

pH4,2;0,40MNaCl
градиент моче-
вины р,

рН 4,2 4 Λ1 мочевина
градиент соли

рН6,0; 65°, гради-
ент соли

рН 3,6; 38—40°,
7 Μ мочевина,
градиент соли

рН 6,0; 0,9 Μ NaCl
градиент темпера-
туры

рН 7,5; 7 Μ моче-
вина градиент
соли

рН4,2; 7 Μ мочеви-
на градиент соли

рН 4,5; градиент
соли

рН 5,3; 1% диме-
тилформамид, гра-
диент соли

рН 6,2; 5% диме-
тилформамид 1 Μ
фосфат, 33°, гра-
диент соли

рН 7,5: градиент
соли

рН 7,2; градиент
соли

Концентрация элюирующего вещества для т-РНК

Е. coli

0 , 4 - 0 , 7 Μ NaCl

0,33—0,40Μ NaCl

2—5 УИ мочевина

0,35—0,45 Μ NaCl

•1—6 Μ мочевина

0,42—0,53 Μ NaCl

0,8-1,6 Μ NaCl

—

65-20°

0,45-0,65Μ NaCl

0,55—0,75Μ NaCl

0,5—0,80Μ NaCl

0,75—1,6M(NH4)2SO*

0,45—0,4Μ KC1*

0,375-0,525 Μ NaCl**

дрожжи

0 , 4 - 0 , 6 5 Μ NaCl

0,28-0,35 Μ NaCl

2—6 Μ мочевина

0,30—0,40Μ NaCl

1—6 Μ мочевина

0,38—0,50Μ NaCl

0 , 8 - 1 , 3 Μ NaCl,

0,35—0,55 Μ NaCl

65—20°

0,40—0,60 Μ NaCl

0,49—0,65Μ NaCl

0,5-0,85Μ NaCl

0,37—0,52Λί NaCl

0,008—0,016 ΜHgCl2

Ссылки
на ли-
терату-

РУ

76

76

76

76

76

76

77

86

77

76

76

76

94

94

95

97

* т-РНК из /. utilis.
** т-РНК из печени крысы.

димому, отсутствием у этих т-РНК гидрофобного основания Y, найден-
ного в т-РНК ф е н дрожжей и печени крысы.

Использование дополнительных приемов — элюирование градиентны-
ми растворами спирта и о · ш и простых эфиров И 2 ' И з во многих случаях
улучшает разделение и увеличивает выход с колонки. БД-целлюлоза
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Рис. 1. Фракционирование τ-ΡΗΚ Ε. coli на БД-целлюлозе I 0 2

оказалась весьма эффективной при хроматографии ДНК и других видов
РНК 8 | " 4- 1 1 7. Аналогичный БД-целлюлозе сорбент предложен недавно
Остерманом для фракционирования т-РНК1 1 8·

В. Гидроксилапатит

Гидроксилапатит (ГА) является слабым анионообменником, что по-
зволяет использовать его для хроматографии анионов. Спектр использо-
вания ГА-хроматографии достаточно велик: хорошо изучено поведение
на колонках с ГА низкомолекулярных и высокополимерных
РНК и ДНК из различных источников И 9-1 4 4. При элюции НК с ГА-ко-
лонок обычно используют фосфатный буфер рН 6,8 (см. табл. 2). Одна-
ко для элюции используют и более кислые растворы 133.

Существенным моментом при хроматографии на ГА является то, что
сорбция НК практически не зависит от концентрации анионов, кроме
фосфата. Поэтому данный метод очень удобно использовать для рехро-
матографии после других процедур разделения и концентрирования НК
из солевых растворов. Необходимо следить, чтобы в растворе отсутст-
вовали вещества, дающие комплексы с Са2+. Если при элюции вещества
с ГА-колонок используют фосфатный буфер, содержащий другие анио-
ны (например С1~), то концентрация фосфата, при которой НК вымы-
вается с колонки, увеличивается138·144. Разделение обычно проводят при
+4° или при ~20°.

В большинстве случаев разделение не зависит от температуры. Одна-
ко для некоторых полинуклеотидов, например, полиуридиловой и поли-
цитидиловой кислот, обладающих при низких температурах упорядо-
ченной структурой, элюирующая концентрация при низких температу-
рах выше, чем при 20°138. Создается впечатление, что полинуклеотид,
обладающий упорядоченной структурой, элюируется позже, чем тот же
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ТАБЛИЦА 2

Концентрация фосфатного буфера и возврат нуклеотидного
материала с колонки при хроматографии на ГА

Вещество

Мононуклеотиды
Олигонуклеотиды
По^инуклеотиды

полипиримидиновые
полипуриновые

Полинуклеотиды в 1% формаль-
дегиде

РНК
Денатурированная ДНК
Нативная ДНК

высших организмов
бактерий
фагов

Концентрация фос-
фатного буфера

рН 6,8 Μ

0,001

0,01—0,02

0,1—0,12
0,22—0,25

0,05—0,17
0,11—0,18
0,11—0,18

0,11—0,18
0,20—0,22
0,25—0,27

Возврат
с колонки, %

100
100

100
60—80

100
100

50—100

50—100
90
90

полинуклеотид, когда его вторичная и третичная структуры разруше-
н ы «в, las, 139, ΐ44_ д\ е т о д позволяет отделять денатурированную форму ДНК
от нативной 128> 135> 139> 144-154

) разделять различные изоакцепторные
т-РНК 123·129·130· " '• 1 3 3 ' 1 4 0 · 1 4 3 · 1 5 5 · 1 5 6 и различные формы циклических
ДНК 1 5 7 ' 1 5 8 · Гликозилированные ДНК Т-четных фагов более прочно удер-
живаются ГА, чем ДНК Е. coli или нечетных фагов 1 3 8 · 1 5 9 .

Поведение ДНК на колонках с ГА зависит также от нуклеотидного
состава. Чем больше молекула содержит ГЦ-пар, тем прочнее она свя-
зывается с ГА128·139·144·

Для фракционирования ьуклеотидного материала на ГА используют
как градиентную, так и ступенчатую элюцию. При ступенчатом фрак-
ционировании НК на ГА необходимо помнить о наличии «фальшивых
фракций», т. е. фракций вещества, которые при рехроматографии элюи-
руются при меньшей молярности фосфатного буфера1 2 8·1 4 4. Чтобы избе-
жать этого, целесообразно использовать градиентную элюцию.

Для получения хорошего разделения на 1 мг нуклеотидного мате-
риала необходимо 10 мл ГА при общем объеме градиента 200—300 мл.
Оптимальная скорость элюции 0,1—0,2 мл/мин-см2. С приготовлением
сорбента и техникой хроматографии можно ознакомиться в рабо-

тах
138 144 160-162

Г. Катиониты, уравновешенные катионами поливалентных металлов

Ионообменники, уравновешенные катионами поливалентных метал-
лов по свойствам должны напоминать слабые анионообменники ти-
па ГА. Было отмечено, что ДНК сорбируется из растворов амберлитом
IRC-50, уравновешенным Mg2+. При элюции удалось выделить несколь-
ко фракций ДНК, отличающихся, составом и коэффициентом седимента-
ции 1вз,1б4. Хроматография ДНК на колонках с амберлитом IR-120, урав-
новешенным А13+, приводит к выделению семи фракций ДНК, сильно
различающихся по хроматографическим свойствам 165-167. Профиль раз-
деления не зависит от количества белковых примесей168, РНК 1 6 9 и рН 17°,
но сильно меняется в зависимости от метода выделения ДНК 1 7 1 , что свя-
зано, по-видимому, с деградацией ДНК при ее выделении.
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Хроматография на катионитах, уравновешенных А13+ кажется весьма
перспективной, так как позволяет проводить разделение в мягких усло-
виях и не сопровождается деградацией ДНК. Элюция нуклеотидного
материала со смолы — полная.

* 260

3,0

2,0

1,0

2. Противоточное распределение и хроматография в обращенной фазе

Разделение нуклеиновых кислот методом противоточного распреде-
ления было предложено в начале шестидесятых годов и сразу же хоро-
шо зарекомендовало себя как качественный метод для фракционирова-
ния ДНК и различных типов РНК 1 7 2 - 1 7 9 . Наибольшее распростране-

ние этот вид хроматографии
1 получил для т-РНК1 8 0-1 8 2.

Однако сложность оборудова-
ния, малые количества разде-
ляемых веществ и довольно

| низкая разрешающая способ-
' ность сильно ограничивали воз-
s можности метода. Принцип

противоточного распределения
был использован при хромато-
графии в водно-органических
системах на различных сорбен-
тах. При этом сорбент насы-
щался органической фазой и

; далее переносился в колонку и
; уравновешивался водной фа-

зой. Первоначально системы
» для такой хроматографии были

ffilet

t fl Phe

0 20

ArgJ

6000

4000

2000

100 110

Рис. 2. Хроматография т-РНК Е. coli на фто-
ропласте ' "

взяты из работ по противоточ-
ному распределению нуклеино-
вых кислот183-180. Распредели-
тельная хроматография на ко-
лонках— хроматография в об-
ращенной фазе позволила
устранить недостатки противо-
точного распределения, на ко-
торые указывалось выше.

Введение в органическую
фазу аммонийных солей, содер-
жащих жирные углеводород-
ные остатки, существенно улуч-

шило разрешающую способность метода т - 1 9 4 . Наибольшее распростра-
нение получила хроматография на хромосорбе, пропитанном метилтри-
каприламмоний бромидом в тетрафторпропане (фреон)102'195-198. При-
менение специального фторопласта, пропитанного триоктилпропиламмо-
ний бромидом199·20°, предложенное в последнее время, позволяет хорошо
разделять т-РНК (см. рис. 2). Кривые разделения наглядно показывают,
что разделение т-РНК в «обращенной фазе» является весьма перспек-
тивным.

Следует отметить, что хроматография «в обращенной фазе», по-ви-
димому, может быть использована для фракционирования и других ви-
дов нуклеиновых кислот, так как хорошо известно, что соли жирных
аминов различных видов нуклеиновых кислот растворимы в водных рас-
творах при разных концентрациях NaCl2 0 1.
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3. Аффинная хроматография

Название этого метода разделения происходит от английского слова
«affinity» (сродство, близость), так как этот вид хроматографии исполь-
зует взаимодействие между двумя веществами, обладающими сродст-
вом друг к другу. Одно из них находится в растворе, второе на нераство-
римой матрице — сорбенте. Исследуемую смесь пропускают через ко-
лонку, содержащую этот сорбент, в условиях оптимальных для взаимо*
действия закрепленного вещества и одного компонента смеси. При этом
взаимодействии сорбентом удерживается лишь тот компонент, который
обладает сродством к веществу, находящемуся на сорбенте. Остальные
компоненты смеси сорбентом не задерживаются. Таким образом, вещест-
во, обладающее сродством к веществу, закрепленному на сорбенте, отде-
ляется от остальных компонентов исследуемой смеси.

Появление аффинной хроматографии для разделения полинуклеоти-
дов и НК относится к 1962 г., когда были предложены сразу два типа
сорбентов. Первый из них — гели, содержащие нуклеиновые кислоты
(механическая сорбция)2 0 2 и второй — целлюлоза с ковалентно присо-
единенными моно- и полинуклеотидами (химическое связывание) ·2 0 4.
Механическая сорбция в гелях агар-агара 2 0 2 · 2 0 5 ~ 2 0 8 ацетилированной
фосфоцеллюлозы202 и полиакриламида209 позволяет готовить сорбенты
с высоким содержанием нуклеотидного материала. НК и полинуклеоти-
ды находятся внутри гранулы.

Гели обладают высокой избирательностью к и-РНК и сорбируют из
растворов лишь собственную и-РНК, «чужая» и-РНК гелями не удержи-
вается 202-208. Удержанная и-РНК может быть удалена из геля элюцией
градиентом температуры или уменьшением ионной силы. При этом фрак-
ции и-РНК, богатые ГЦ-вымываются с колонки при большей температу-
ре2 0 7. Полиуридиловая кислота в полиакриламидном геле дает комплек-
сы с олиго- и поли-адениловой кислотой209.

Простота приготовления гелей, содержащих полинуклеотиды, и до-
вольно мягкие условия их приготовления, способствующие сохранению
нативности НК, безусловно являются достоинствами механического
способа приготовления аффинных сорбентов. Следует отметить, что в
этом случае сорбция из растворов может наблюдаться лишь для ве-
ществ, обладающих меньшим молекулярным весом, чем у нуклеотид-
ного вещества в геле. Этот недостаток может быть устранен при исполь-
зовании гелей, гранулы которых покрыты снаружи молекулами поли-
нуклеотида, которые затем «сшиты» друг с другом под действием
УФ-облучения210"212. Следует отметить, что гели часто обладают низкой
механической прочностью. Указанные недостатки необходимо учиты-
вать при работе с ними.

В качестве сорбента для аффинной хроматографии НК используют
также нитроцеллюлозу. Известно, что нитроцеллюлоза в определенных
условиях необратимо связывает денатурированную ДНК- Природа свя-
зывания неизвестна, однако ни нативная ДНК, ни РНК не удержива-
ются нитроцеллюлозой. Низкомолекулярные фрагменты денатуриро-
ванной ДНК не сорбируются нитроцеллюлозой213. Денатурированная
ДНК, иммобилизованная нитроцеллюлозой, избирательно связывает
полинуклеотиды, обладающие сродством с ДНК. Этим методом возмож-
но исследовать комплексообразование с ДНК 2 1 4 " 2 2 3 ·

Белки, иммобилизованные нитроцеллюлозой, в частности аминокис-
лота т-РНК-лигазы, позволяют исследовать комплексы этих ферментов
с т-РНК и выделять обогащенные препараты т-РНК2 2 4· 225.

8 Успехи химии, № 7
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Из механических аффинных сорбентов следует отметить также ДНК,
иммобилизованную целлюлозой г г ъ· г 2 в. Однако этот сорбент широко ис-
пользуется пока лишь для очистки белков, дающих специфические ком-
плексы с НК 2 2 6- 2 2 9-

Большое распространение аффинная хроматография НК и полину-
клеотидов получила на сорбентах, содержащих ковалентно связанные
полинуклеотиды. Синтез таких сорбентов осуществляется конденсацией
целлюлозы или фосфоцеллюлозы с моно- ~03· z30~Z3Z

} олиго- и поли-нукле-
отидами2 0 4·2 3 0·2 3 2-2 3 5, РНК 2 0 4 · 2 5 0 · 2 3 2 и ДНК 2 3 6 " 2 3 8 в присутствии циклогек-
силкарбодиимида или сефарозы, обработанной бромцианом23Э. Хрома-
тографией на таких сорбентах возможно исследование комплексов·
РНК — ДНК 2 3 8 " 2 3 8 , очистка т-РНК2 3 5 и разделение поли- и олиго-нукле-
отидов231·233-235.

Для хроматографии НК описано также использование ферментов,
ковалентно связанных с сефадексом 240, а также Hg-содержащих сорбен-
тов, специфически связывающих ДНП-комплексы, имеющие в своем
составе SH-группы241·242. Для выделения полинуклеотидов со свободной
^«с-гликольной группой на ϋ'-конце молекулы можно использовать бо-
рат-содержащую целлюлозу243·244.

Таким образом, видно, что аффинная хроматография с успехом мо-
жет быть использована для фракционирования различных НК и поли-
нуклеотидов. В отличие от методов, приведенных ранее, этот вид хрома-
тографии позволяет использовать для разделения более тонкие меха-
низмы— сродство выделяемого вещества к специально приготовленно-
му сорбенту. Для реализации этого сродства можно использовать опре-
деленную реакционноспособную группу (к SH-группам ДНК, к конце-
вому остатку рибозы), силы комплементарного взаимодействия
(РНК — ДНК комплексы, взаимодействия полинуклеотидов) и комплек-
сообразование с белками.

4. Гельфильтрация и другие методы разделения

Разделение НК на гелях сефадекс и полиакриламида используется
лишь для частичной очистки от других видов НК, и от низкомолекуляр-
ных соединений. Наибольшее распространение гельхроматография по-
лучила для очистки т-РНК 24л~255, при этом наблюдается даже частичное
фракционирование т-РНК2 5 6 > 2 5 7· Метод пригоден также для выделения
крупных фрагментов т-РНК и исследования их взаимодействия друг с
другом 2 5 8 · 2 5 9 . Для нуклеиновых кислот с большим молекулярным весом
гельфильтрация находит ограниченное применение, так как их водные
растворы обладают большой вязкостью, что, как известно, сильно за-
трудняет хроматографическое разделение этим методом.

Такие методы фракционирования НК, как хроматография на бумаге
и в тонких слоях получили ограниченное распространение260"262.

III. ОЛИГОНУКЛЕОТИДЫ

В последнее время развитие методов фракционирования олигонукле-
отидов определялось направлениями, связанными с выяснением
структуры НК и их фрагментов, ответственных за важные биохимиче-
ские функции и работами по синтезу олигонуклеотидов и НК- Успехи
в этих областях: установление структуры более чем 50 т-РНК, несколь-
ких 5S РНК и крупных фрагментов рибосомальных и вирусных РНК,
синтез ДНК-копии аланиновой т-РНК и др. во многом объясняются до-



Современные методы хроматографического анализа нуклеиновых кислот 1251

стижениями в разработке микрометодов фракционирования олигонукле-
отидов. При разделении олигонуклеотидов широкое распространение
получили методы ионообменной хроматографии на колонках, бумаге
и в тонком слое, распределительной хроматографии на бумаге и в тон-
ком слое и комбинации этих методов с электрофорезом.

1. Ионообменная хроматография

Метод обладает хорошей разрешающей способностью и позволяет
работать как в препаративном, так и в аналитическом вариантах.
Основным фактором, определяющим разделение, является суммарный
заряд олигонуклеотида. Эту величину легко вычислить2б3·264 при различ-
ных рН, используя значения рК ионных групп нуклеотидов. Поскольку
сила связывания с сорбентом в первую очередь определяется величиной
заряда олигонуклеотида (чем больше величина заряда, тем прочнее
связывание), то, оценив эту величину, можно предсказать подвижность
олигонуклеотидов друг относительно друга в условиях разделения. По-
рядок выхода олигонуклеотидов с колонки, полученный на основании
расчета величин зарядов, будет, несомненно, приблизительным, так как
кроме ионного взаимодействия с сорбентом наблюдается также гидро-
фобное взаимодействие и взаимодействие, обусловленное водородными
связями. Однако расчет зарядов олигонуклеотидов во многих случаях,
безусловно, полезен, так как позволяет подобрать оптимальное значе-
ние рН для разделения.

На основании описанных в литературе данных по системам хромато-
графического фракционирования олигонуклеотидов можно сделать вы-
вод, что однократная ионообменная хроматография на колонке дает хо-
рошие результаты лишь в случае простых смесей олигонуклеотидов и
оказывается недостаточно эффективной для сложных смесей. В таких
случаях необходимо повторное фракционирование.

Принципы выбора двойных систем (двумерная хроматография на
колонках), предложенные в 1963 г.263 оправдали себя при разделении
сложных смесей олигонуклеотидов 265-270.

При выборе двойных систем желательно использовать разные виды
сорбентов и проводить разделение при существенно отличных рН. Хо-
рошие результаты получаются при последовательном разделении сна-
чала при нейтральных значениях рН в водных растворах солей в 7 Μ
мочевине (хроматография но Тенеру) 2 7 1-2 7 3 на ДЭАЭ-целлюлозе или
ДЭАЭ-сефадексе, а затем — либо в кислой, либо в щелочной среде на
сорбентах любого типа. В 7 Μ растворе мочевины в области рН 5,4—8,0
смеси олигонуклеотидов разделяются на фракции, каждая из которых
содержит одинаковое число нуклеотидных остатков (моно- и ди-, три-
нуклеотиды и т. д.). Эта система может быть использована для разде-
ления как рибо-, так и дезоксирибоолигонуклеотидов 271-276 и дает хоро-
шее разрешение фракций, вплоть до декануклеотидов. Лучшие резуль-
таты при прочих равных условиях достигаются на ДЭАЭ-сефадек-
се 2 6 6 · 2 7 0. Для гомоолигонуклеотидов использование мочевины не обяза-
тельно277·278.

Разделение в кислой среде, проводят обычно при рН 2-^-5. Среди
сорбентов, которые приводят к хорошим результатам, следует отметить,
дауэкс-1263·268·279, ДЭАЭ-целдюлозу275·280·281, ДЭАЭ-сефадекс263·264·270 и
ТЭАЭ-целлюлозу282. При фракционировании в щелочной среде, как пра-
вило, используют ДЭАЭ-сефадекс и ДЭАЭ-целлюлозу. Хорошее разре-
шение наблюдается при рН 8,5—9,0263·283·284. В качестве примера дву-
мерного фракционирования олигонуклеотидов можно провести разделе-
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ние олигонуклеотидов пиримидилрибонуклеазного (пиридил-РНК-азно-
го) гидролизата т-РНК в а л из дрожжей285 (см. рис. 3).

Следует отметить, что как в кислой, так и в щелочной среде, наблю-
дается разделение отдельных изомерных олигонуклеотидов2S3·2S6.

Несколько слов о хроматографии на гидроксилапатите. Для олиго-
нуклеотидов этот сорбент предложен недавно 1 4 4 · 2 8 7 ·ш. Эффективность
разделения олигонуклеотидов на ГА в 7 Μ мочевине в градиенте фос-
фатного буфера (0,001—0,2 М) при рН 6,8 выше, чем при хроматогра-
фии по Тенеру на ДЭАЭ-сефадексе.

; )САО.•он

ССС

' ССАО 4

Аз С С

AACUCAC
ACqAUO^ i

pUC {

AC

AAC

UD

AUC + UAG

ncUUAG

Рис. 3. Разделение олигонуклеотидов пирими-
дил-РНК-азного гидролизата T-PHKiBaJI из

дрожжей в ультрамикромасштабе 2 8 5

рН 8,0

Рис. 4. Разделение пиримидил-
РНК-азного гидролизата 5S РНК
Е. сой на пластинках с ПЭИ-цел-

люлозой ЗО7

Для получения хорошего разрешения при фракционировании олиго-
нуклеотидов на ионитах обычно проводят разделение на колонках с со-
отношением диаметр— высота от 1:10 до 1:50, объем градиента —
100—200 объемов колонки и скорости элюции 0,2—0,6 мл/мин -см1. При
этом желательно использовать сорбент, частицы которого имеют одина-
ковые размеры. Для знакомства с методами фракционирования ионооб-
менников по размерам можно рекомендовать работы289·290. Гомоген-
ность размеров частиц сорбента (разброс 5—10 мк) особенно необходи-
ма при работе на колонках в ультрамикромасштабе.

Увеличение чувствительности колоночных методов хроматографии
может быть достигнуто двумя способами — увеличением чувствительно-
сти детектора291 и уменьшением масштаба хроматографии. Уменьшение
масштаба хроматографии позволяет снизить количество разделяемых
веществ на 2—3 порядка прн одной и той же чувствительности детекто-
р а 285,291 j a K > при работе на колонках размером 0,6X100 мм при объеме
градиента 300 мкл удается разделить 10~7—10~9 моля НК и олигонукле-
отидов285·292""294. Существенным моментом при работе в ультрамикро-
масштабе является то, что при работе могут быть использованы хрома-
тографические системы, опубликованные и проверенные на больших
количествах веществ2 8 5·2 9 2-2 3 4.
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Фракционирование олигонуклеотидов на ионообменных бумагах295-298

получило меньшее распространение, чем колоночная хроматография,
так как не позволяет использовать градиентную элюцию и обладает ма-
лой разрешающей способностью. Кроме того, механическая непрочность
ионообменных бумаг делает этот метод мало перспективным. Следст-
вием этого явилось то, что в настоящее время хроматография на ионо-
обменных бумагах как самостоятельный метод практически не употреб-
ляется.

Недостатки фракционирования на ионообменных бумагах удалось
устранить использованием фракционирования олигонуклеотидов в тон-
ких слоях ионообменной целлюлозы. Своим появлением в применении
к компонентам нуклеиновых кислот этот метод обязан Рандера-
Ту 299-302 д е г к о с т ь приготовления сорбентов и простота изготовления
пластинок делают этот метод очень привлекательным. Хроматография
олигонуклеотидов в тонких слоях проводится в большинстве случаев на
полиэтилениминцеллюлозе (ПЭИ-целлюлозе) в двумерном варианте.
Чувствительность метода при детекции фракций по поглощению в УФ-
области очень высока и составляет 0,5—1 мкг вещества в пятне и может
оыть существенно повышен·} при использовании радиоактивных препа-
ратов in vivo, либо искусственным введением радиоактивной метки, как
это предложено для олигонуклеотидов303· 304. Хроматография в тонких
слоях ПЭИ-целлюлозы отличается хорошей разрешающей способно-
стью305"307 (см. рис. 4) и не требует ни сложного оборудования, ни дли-
тельного времени для разделения. Кроме того для приготовления пласти-
нок можно использовать смеси ПЭИ-целлюлозы с другими сорбентами,
например с целлюлозой308, что открывает большие возможности для
варьирования условий разделения.

Для проявления хроматограмм используют различные солевые си-
стемы 305· ™·309·310. Для удобства работы часто используют летучие бу-
ферные растворы на основе пиридина, либо соли лития, так как они хо-
рошо экстрагируются метанолом. Это позволяет легко обессоливать оли-
гонуклеотиды непосредственно на пластинках. К сожалению, хромато-
графия в тонких слоях ПЭИ-целлюлозы еще недостаточно широко
используется для фракционирования олигонуклеотидов. Однако успехи
при разделении различных смесей олигонуклеотидов305"310, исследова-
ние комплексообразования полинуклеотидов с олигонуклеотидами311,
а также прекрасные результаты по разделению сложных смесей длин-
ных олигонуклеотидов при комбинации с электрофорезом (см. ниже)
позволяют с уверенностью сказать, что фракционирование олигонукле-
отидов в тонких слоях ПЭИ-целлюлозы является одним из самых пер-
спективных методов разделения. Приготовление сорбентов для тонко-
слойной хроматографии и технику разделения см."""305 312-314

2. Распределительная хроматография

Хроматография олигонуклеотидов на различных сорбентах в водно-
органических средах не является новым методом. Ее появление относит-
ся к началу пятидесятых годов, однако этот метод и в настоящее время
не потерял своего значения при изучении НК и их компонентов. Клас-
сический вариант такой хроматографии — двумерная хроматография на
бумаге, сыграла существенную роль при изучении строения т-РНК.3 1 5"3 1 9

и анализе продуктов расщепления ДНК 3 2 0 · 3 2 1 · Наиболее распространен-
ная система — изомасляная кислота: 0,5 Μ ΝΗ3> ρΗ 3,7 в первом направ-
лении, для второго направления используют либо смесь бутанол — му-
равьиная кислота ( 1 : 1 ) ρΗ 3,8 3 1 5 · 3 1 7 "" 3 ' 9 · 2 2 1 , л и б о смеси б у т а н о л а с лету-
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чими буферами3i6· 32°·322. Длл разделения простых смесей олигонуклеоти-
дов кроме указанных систем можно рекомендовать растворители, содер-
жащие ацетонитрил323 и этиловый спирт324. Большую помощь синтети-
кам может оказать знание величин Rf в различных системах для синте-
тических олигонуклеотидов и их производных325-336.

Системы растворителей, используемые для хроматографии на бумаге,
оказались весьма эффективными и при разделении олигонуклеотидов
в тонких слоях целлюлозы3fT-339 и силикагеля336·340. Несмотря на это,
распределительная хроматография в настоящее время используется ред-
ко, так как на фоне других методов разделения трудности, связанные
с обессоливанием олигонуклеотидов до и после разделения, делают ра-
боту по разделению олигонуклеотидов этим методом весьма трудо-
емкой.

3. Электрофорез и различные комбинации хроматографических методов

Наличие у олигонуклеотидов отрицательного заряда делает возмож-
ным разделение этих веществ методом электрофореза. При градиенте
напряжения Ε молекула олигонуклеотида движется к аноду. Скорость

Ε • О
движения (V) достаточно хорошо описывается уравнением V= ——-'

К
где Ε — градиент напряжения, Q — суммарный заряд олигонуклеотида,
а К — константа, зависящая от размеров и формы молекулы и от сре-
ды, в которой проводят разделение (сорбент, состав ионов и т. д.). Ве-
личина К возрастает с увеличением ионной силы буферного раствора,
в котором проводится разделение и уменьшается с повышением темпе-
ратуры 3 4 1 · 3 4 2 . При этом, есла электрофорез проводят на нейтральном
носителе, например на бумаге или в тонком слое целлюлозы, скорость
движения тем выше, чем больше суммарный заряд вещества. Иная кар-
тина наблюдается при проведении электрофореза на ионообменных но-
сителях. В этом случае скорость движения вещества тем больше, чем
меньше у него заряд. Замедление скорости движения у веществ, имею-
щих большой заряд, объясняется тем, что они прочнее удерживаются
ионными группами носителя. Для фракционирования олигонуклеотидов
используются оба типа носителей.

Наилучшие результаты получаются при проведении электрофореза
в кислой среде в двух перпендикулярных направлениях на ацетилиро-
ванной целлюлозе и ДЭАЭ-бумаге. В данном варианте метод впервые
предложен Сангером343 для 32Р-олигонуклеотидов. Разделение на аце-
тилированной целлюлозе проводят в пиридин-ацетатном буфере рН 3,5,
либо в том же буфере в 7 Μ мочевине343-348. Технику электрофореза
см.3 4 2-3 4 5.

Вместо ацетата целлюлозы используют также ДЗАЭ-бумагу349 при
рН 9,7. Замена ацетилированной целлюлозы на бумагу «ватман» 3 ММ
несколько ухудшает разделение 35°.

Для разделения во втором направлении в качестве растворителя
используют смесь 2,5% муравьиной и 8,7% уксусной кислот (по объе-
му) (рН 1,9), 7% муравьиную кислоту344"347 или буферные растворите-
ли с рН 3,5 и 6,5348·349. Электрофорез проводят на ДЭАЭ-343-349, амино-
этил-целлюлозе и эктеолацеллюлозе (Э-целлюлозе) 34Э.

Метод Сангера дает хорошее разделение с разрешением до 200 фрак-
ций олигонуклеотидов (см. рис. 5) и получил широкое распространение
для анализа структуры нуклеиновых кислот.

Интересными модификациями этого метода является использование
электрофореза в комбинации с ионообменной хроматографией в тонких
слоях ПЭИ-целлюлозызое·303 и метод «гомохроматографии»351-356. Сущ-
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ность «гомохроматографии» состоит в следующем. Если пластинку стой-
ким слоем ионообменной целлюлозы поместить одним концом в раствор
смеси олигонуклеотидов,и дать этому раствору подняться на некоторое
расстояние, то олигонуклеотиды распределяются вдоль пластинки сле-
дующим образом. Вверху плас-
тинки будут находиться мононук-
леотиды, ниже — динуклеотиды
и т. д., т. е. олигонуклеотиды рас-
пределяются по зонам с гомоген-
ной длиной. Отсюда и название
метода — «гомохроматография».
Следует отметить, что такое рас-
пределение по зонам одинаковой
длины возможно только в случае,
если количество олигонуклеоти-
дов больше, чем емкость зон ионо-
обменника, так как только в этом
случае олигонуклеотиды с боль-
шей длиной вытесняют менее
длинные олигонуклеотиды вслед-
ствие более прочного связывания
с ионитом.

При хроматографии 32Р-олиго-
чуклеотидов в «гомосмесях» нера-
диоактивных олигонуклеотидов
получается хорошее разделение
для длинных олигонуклеотидов
(до 40—50 нуклеотидных остатков
И ниже). Фракционирование про- Рис. 5. Разделение 32Р-дезоксирибоолигонук-
водят при повышенных темпера- леотидов двумерным высоковольтным элек-
турах (50—60°), что дает лучшее
установление равновесия и исключает возможность комплексообразова-
ния комплементарных олигонуклеотидов. Состав «гомосмесей» можно
найти в работах2 9 4·3 4 5- з м·3 5 2.

Метод двумерного фракционирования олигонуклеотидов позволил
провести работы по определению структуры ряда, т-РНК3 5 4 ? 357-367,
низкомолекулярных РНК 3 1 7 · 351· 3 6 8-3 7 0 крупных фрагментов 16S и
23S рибосомальных РНК 3 " 6 · 3 7 1 · 3 7 2 · 3 7 9 и РНК фагов f 5 3 · 3 7 3 " 3 7 8 . Показана
также возможность использования этого метода для анализа структу-
ры ДНК 3 4 9 ' 3 5 5 · 3 5 δ- Имеющийся недостаток, связанный с невозможностью
идентификации вещества по УФ-спектрам, что особенно важно для ми-
норных компонентов, носит непринципиальный характер. Для нуклеино-
вых кислот, которые трудно получить в радиоактивном варианте, воз-
можно введение радиоактивной метки в концевой нуклеотид3 0 3·3 0 4·3 7 9,
что существенно расширяет возможности метода. Метод безусловно яв-
ляется одним из лучших для фракционирования олигонуклеотидов.

IV. НУКЛЕОТИДЫ

1. Хроматография в тонких слоях

А. Целлюлоза

Этот метод в настоящее время, по-видимому, наиболее широко ис-
пользуется для анализа смеси нуклеотидов, нуклеозидов и оснований
нуклеиновых кислот. Приготовление целлюлозных слоев довольно по-
дробно описано в обзорах305.-U0-383

 и работах384"387.
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Сравнительное разделение нуклеотидов в тонком слое целлюлозы
и на бумаге в четырех различных растворителях при одинаковых усло-
виях провел Рандерат3 8 4·3 8 S. При зтом было установлено, что для разде-
ления в тонком слое могут быть применены те же системы растворите-
лей, которые разработаны для бумаги.

Для фракционирования нуклеотидов в тонком слое целлюлозы было
использовано множество систем3 8 0·3 8 2·3 8 3-3 9 0. Соответствующие значения
Rf для некоторых растворителей приведены в табл. 3. В большинстве

ТАБЛИЦА 3

Величины Rf при хроматографии рибо- и дезоксирибонуклеотидов в тонком слое

целлюлозы3 8 5' 3 9 5

Нуклеотид

AMPjJ

CMPj

GMPj

UMP

Растворители

I

0,34
0,39
0,26
0,62

ι
II | III

0,34
0,73
0,53
0,71

—

—

—

IV

0,38
0,34

—

0,37

Нуклеотид

dAMP

dCMP

dGMP

dTMP

Растворители

I

0,25
0,53
0,15
0,89

II

0,27
0,63
0,47
0,54

III

0,07
0,09
0,05
0,18

IV

0,54
0,49
0,33
0,58

I — изопропанол (НС1) — вода (65:16, 7:18,3).
II — «-бутиловый спирт — вода (86:14).

Ill — я-бутиловый спирт — вода — 90% муравьиная кислота (60:30:10).III — л-бутиловый спирт — вода — 90% муравьиная кислота (60:30: IU).
IV — гс-бутиловый спирт—ацетон, уксусная кислота — 5%-ный водный аммиак — вода (3,5:2,5:1,5:

1,5:1,0) для дезоксирибонуклеотидов (4,5:1,5:1:1:2) для рибонуклеотидов.

систем происходит разделение нуклеотидов как по основаниям, так и по
типу углеводного остатка. Для хорошего воспроизведения результатов
образец для хроматографирсвания должен быть нейтрализован и осво-
божден от солей и белковJ85. При разделении нуклеотидов с близкими
значениями Rf можно использовать повторное пропускание растворите-
ля в том же направлении.

Хорошее разделение нуклеотидов происходит при двумерном хрома-
тографировании 385 390—395 или при сочетании тонкослойной хроматогра-
фии с тонкослойным электрофорезомгз7· 396~398. Так, например, Бергюст337

для разделения энзиматического гидролизата т-РНК использовал в пер-
вом направлении электрофорез (фосфатный буфер, рН 2,45). Во вто-
ром— хроматографию в системе грег.-бутиловый спирт — 0,08 Μ му-
равьиная кислота — изоамиловый спирт (50 : 50 : 2) и затем л-бутило-
вый спирт — вода (86: 14) в том же направлении. Тонкослойным электро-
форезом и последующей хроматографией на целлюлозе в системе насы-
щенный сульфат аммония—1 Μ ацетат натрия — изопропиловый спирт
(80:18:2) были разделены все четыре рибонуклеотида и изомерные
3'- и З'-фосфаты адениловой к гуаниловой кислот396. Этот метод исполь-
зовался для определения нуклеотидного состава РНК. В работе396 при-
ведены значения Rf для каждого нуклеотида.

Двумерная хроматография в различных системах позволяет успешно
разделять щелочные гидролизаты РНК3 9 6-4 0° или ферментативные гид-
ролизаты ДНК 4 0 1 ·

Б. Силикагель

Из неорганических сорбентов в хроматографическом анализе компо-
нентов нуклеиновых кислот наиболее часто используется силикагель
Обычно его используют без цементирования 402-420

> хотя в некоторых
случаях используют и закрепленные слои4 2 '"4 2 8. Разделение на силика-
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геле, как правило, хуже, чем на целлюлозе3 0 0·3 8 1·3 8 4· 4 2 β · 4 2 7 и поэтому его
редко используют как для аналитических целей, так и для разделения
незащищенных производных. Однако, поскольку емкость слоев силика-
геля значительно превосходит емкость целлюлозы, то разделение на
силикагеле часто используется для препаративных целей, особенно в
случае синтетических производных нуклеиновых кислот4°2·415·418·419·426.
Для разделения используют различные силикагели426-432. Величины Rf

нуклеотидов приведены в работе426. Нуклеозид-2'(3')-монофосфаты
отделяются от 5'-фосфатов, однако как те, так и другие практически не
разделяются по основаниям. Повторное пропускание растворителя в том
же направлении улучшает разделение. Для фракционирования смеси,,
содержащей аденозин, 3'- и 5-адениловую кислоту и циклофосфат адени-
ловой кислоты было предложено использовать силикагель, обработан-
ный 5%-ным тетраборатом4".

Разделение нуклеотидов щелочного гидролизата РНК было до-
стигнуто применением смеси (9:1) целлюлозы и силикагеля433. При
этом наличие солей в гидролизате практически не влияло на разделение
нуклеотидов.

В. Ионообменные смолы

В течение последних 10 лет интенсивно развиваются и осваиваются
методы хроматографии нуклеотидов и их производных в тонком слое
ионообменных целлюлоз. Ионообменные целлюлозы могут быть приго-
товлены обработкой немодифицированнои или модифицированной цел-
люлозы высокомолекулярными основными или кислотными производ-
ными 3 9 1 · " 3 4 .

Сравнительное изучение фракционирования нуклеотидов и олиго-
нуклеотидов на разных сортах ионообменной целлюлозы434"437 показа-
ло, что целлюлоза, обработанная ПЭИ, превосходит другие ионообмен-
ные целлюлозы по четкости разделения соединений. Очевидно, что ре-
зультаты разделения зависят от содержания ПЭИ, который определяет
емкость слоя438. Хорошее разделение получается на слоях, содержащих
0,5—1% ПЭИ 3 8 0 ' 3 8 8 ' 4 3 5 · 4 3 8 . Обычно используют целлюлозные пластинки,
приготовленные согласно Рандерату309· »"•380·388·391·435·436·438.

В отличие от слоев немодифицированнои целлюлозы на пластинку
с ПЭИ-целлюлозой можно наносить большой объем раствора без подсу-
шивания, поскольку нуклеогиды прочно связываются с ионообменни-
ком и поэтому концентрируются в центре пятна. Было отмечено, что для
оптимального разделения нуклеотидов рН наносимого образца должен
быть приблизительно равен рН первого растворителя439. Анализируе-
мые растворы должны быть весьма разбавленными. Для аналитической
работы лучше всего использовать концентрации от 0,0005 до 0,005 М,
для микропрепаративных исследований (с несколькими миллиграммами
вещества) — 0,005 до 0,02 Μ 3 ( t.

Нуклеотиды разделяются на пластинках с ПЭИ-целлюлозой при про-
явлении водными растворами электролитов305' 438· 4 4 0-4 4 9. В некоторых
случаях к растворам электролитов добавляют органические растворите-
ли3 0 5. Для фракционирования нуклеотидов обычно проводят градиент-
ную элюцию как ступенчатую, так и непрерывную. Подвижность каждо-
го вещества в основном определяется величиной отрицательного заряда,
которая зависит от рН. Наиболее хорошие и четкие результаты при
разделении нуклеотидов получаются при кислых значениях рН (1—ЗМ
муравьиная кислота с добавлением LiCl) 305· 438· 439· 443. В таблице 4 при-
ведены величины Rf для различных мононуклеотидов.
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ТАБЛИЦА 4

Величины Rf (XlOO) нуклеотидов и их производных при тонкослойной хроматографии

на ПЭИ-целлюлозе380· 4 3 8

Веще-
ство

Растворители *

I II III IV V VI VII VIII IX χ XI XII XIII

AMP
IMP
GMP
CMP
UMP
ADP
IDP
GDP
CDP
UDP
ATP
ITP
GTP
CTP
UTP

11
13
06
15
20
00
00
00
00
00
00
00
00
00
00

52
59
40
64
74
26
30
17
33
41
00
09
05
11
14

65
74
51
75
80
54
63
45
64
71
34
39
25
41
49

68
40
28
70
51
03
00
00
03
02
00
00
00
00
00

80
60
45
80
72
10
04
02
20
07
00
00
00
02
00

80
73
57
80
80
32
14
03
45
24
04
02
00
05
02

80
80
65
80
80
75
49
34
80
60
24
11
07
29
17

80
19
41
80
20
03
00
00
04
00
00
00
00
00
00

80
53
50
80
64
29
Oi

13
35
11
04
02
02
04
02

80

78
72
80
80
70
55
61
73
60
33
17
24
37
20

61
04
07
76
06
00
00
00

00
00
00
00

00
00

00

69
52
45
79
62
19
05
05
26
08
01
00
00
02
01

74

72

62

80

77

52

30

27

56

40

12

05

05

16

07

* Состав растворителей: I — 0,25 Μ LiCl; II — 1,0 At LiCI; III — 1,6 Μ LiCI; IV — 0,5 Μ натрий-форми-
атный буфер, рН 3,4; V — 1,0 Μ натрий-формиатный буфер, рН 3,4; VI — 2,0 Μ натрий-формиатный бу-
фер, рН 3,4; VII — 4,0 Μ натрий-формиатный буфер, рН 3,4; VIII — 1,0 N НСООН; IX — 2,0 N НСООН —
0,5 Μ LiCI; Χ — 2,0 N НСООН — 2,0 Μ LiCI (1:1); XI — 1,0 Ν CH»COOH; XII — 1,0 Ν СН.СООН—3 Μ LiCl
<9:1); XIII - 1,0 Ν CH3COOH — 4 Λί LiCl (8:2).

Смеси нуклеотидов успешно разделяются при ступенчатом элюиро-
вании растворителями с возрастающей концентрацией электролита438.
Первому растворителю даюг подняться на определенную высоту, затем
пластинку, не высушивая, переносят в камеру с другим растворителем
и т. д. Щелочные гидролизаты РНК и смеси нуклеозид-5'-монофосфа-
тов, разделяют с помощью одномерной хроматографии на слоях
ПЭИ-целлюлозы путем ступенчатого элюирования растворами уксусной
кислоты и LiCl3 0 9·4 4 4. Скорость перемещения компонентов щелочного
гидролизата РНК уменьшается в следующем порядке: нуклеозиды>
> (2'-+3'-СМР), 2 '-АМР>3'-АМР> (2'-+3'-UMO) > (2'-+3'-GMP).
Тот же порядок элюирования сохраняется для 5'-изомеров и соответст-
вующих производных, содержащих дезоксирибозу380·444. Иногда исполь-
зуют также элюирование при градиенте концентрации соли440"445.

При ступенчатом хроматографировании смеси нуклеозидмоно-, ди-,
и трифосфатов в 0,6 М; 0,8 Μ и 1,25 Μ NaCl без промежуточного высу-
шивания пластинок достигается четкое разделение этих производ-

ных
310 436 446 447

Особенно хорошо разделяются компоненты щелочных гидролизатов
РНК при восходящей непрерывной хроматографии380·440. Техника с ис-
пользованием непрерывного линейного солевого градиента достаточно
подробно описана в работе448.

В растворителях, содержащих борат, можно отделять дезоксирибо-
нуклеотиды от рибонуклеотидов437·438·450-452. Боратные комплексы рибо-
нуклеотидов имеют дополнительный отрицательный заряд и двигаются
медленнее дезоксинуклеотидов 438. Обычно для разделения рибо- и дез-
оксирибонуклеотидов применяют системы: 2% Н3ВО3—2 Μ LiCl (2: 1) —
для нуклеозидмонофосфатов и 4% Н3ВО3—4 Μ LiCl ( 4 : 3 ) — д л я ну-
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Рис. 6. Двумерная хроматография нук-
леотидов на ПЭИ-целлюлозном слое.
Первое направление: 2 мин. 0,2 Μ LiCl;
6 мин. 1 Μ LiCl и 1,6 Μ LiCl до 13 см.
Второе направление: 30 сек. 0,5 Μ буфер;

2 мин. 2 Μ буфер и 4 Μ буфер до 15 си
(буфер, формиат натрия, рН 3,4) 4 5 5.

1— GTP, 2 — ΙΤΡ, 3 —UTP, 4 — АТР,
5 — СТР, 6 — GDP, 7 — I D P , 8 — U D P ,
5 —UDPGA, /0 —ADP, i / — CDP, 12 —
GDPM, /3 —GMP, У4 — ΙΜΡ+ΤΡΝ,
15 — UDPG, /5 —UDPAG, /7 —ADPG,
78 — UMP, /9 — CDPG, 20 — AMP, 2/ —

CMP, 22 — DPN

-/ направление (13см)

клеозидтрифосфатов438·453. Поскольку в обратной системе наблюдается
хорошее фракционирование дезоксирибонуклеотидов, то ее иногда
используют для разделения ферментативных гидролизатов ДНК 4 4 2 ' 4 5 3 · 4 5 4 .

Смеси нуклеотидов или гидролизаты РНК можно фракционировать
также путем двумерной хроматографии на слоях ПЭИ-целлюлозы439·449.
Перед пропусканием второго растворителя с пластинки важно удалить
первый. Ранее Рандерат 3 8 0 ·" 8 для этой цели предложил промывку пла-
стинки после высушивания метанолом. Если, однако, для первого на-
правления использовать летучий растворитель, например, муравьиную
кислоту, то перед вторым хроматографированием достаточно просто вы-
сушить пластинку439. Смесь рибонуклеотидов, содержащая моно-, ди- и
трифосфаты различных нуклеозидов, была фракционирована восходя-
щей двумерной хроматографией на ПЭИ-целлюлозе"5 (рис. 6). В пер-
вом направлении проводилось ступенчатое элюирование растворами
LiCl, во втором — ступенчатое элюирование натрий-формиатным буфе-
ром (рН 3,4). Весь процесс разделения смеси нуклеотидов занимает
около 3 часов. Фракционирование сложной смеси рибо- и дезоксирибо-
нуклеозидтрифосфатов с помощью двумерной хроматографии описано
в работе450. В более поздних работах4"·4 5 β~4 5 8 аналогичное хроматогра-
фирование использовано для разделения биологических материалов.
Для наилучшего разделения экстракты из биологического материала
перед хроматографией иногда предварительно очищают, однако в боль-
шинстве случаев хроматографию проводят без предварительной очист-
ки. Хроматография образцов, содержащих большое количество солей,
описана в работе Фостера4*1.

Поскольку ПЭИ-целлюлоза обладает высокой емкостью, она может
быть использована и для микропрепаративных разделений. Для этой це-
ли используют слои толщиной 1 —1,5 мм, которые позволяют фракцио-
нировать миллиграммовые количестваЗС5·438. Обессоливание фракций в
случае ТСХ проводят промывкой всей пластинки метанолом и после-
дующей элюцией (обычно летучими буферами или разведенными рас-
творами НС1) отдельных пятен 3 8 0 · 4 3 8 4 3 9 . При стандартном способе при-
готовления пластинок средние отклонения в значениях Rf не превышают
отклонения для обычной ТСХ и составляют ±0,005—0,025 из 10 опреде-
лений459. Воспроизводимость Rf, однако, зависит от качества целлюло-
зы. При хранении пластинок в течение —100 дней (в темноте, комнат-
ная температура) величины R} практически не меняются459.
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Количественная экстракция нуклеотидов с ПЭИ-целлюлозного слоя
довольно подробно описана в работах3 8 0·3 8 2·и 2·4 4 3 > 4 5 8 · 4 6 0 . Оптимальная
концентрация веществ для количественного определения составляет
5—50 ммкмолей380· " 2 . Чувствительность метода можно значительно по-
высить и определять вещества в концентрации до 1 ммкмоля и менее,
уменьшая объем элюента и измеряя поглощение в микрокюветах или
применяя радиоактивную метку443·458.

Наряду с целлюлозой для анализа рибо- и дезоксирибонуклеотидов,.
фосфорилированных в разной степени, применяются ДЭАЭ- и Э-целлю-
лозные слои3 8 5·3 9 2·4 4 0·4 6 1-4 8 1. Главное достоинство этих целлюлоз — быст-
рота разделения. Например, смесь 10~2 мкмоля ADP и АТР на Э-целлю-
лозе разделяется за 4—5 мин.4 6 1·4 6 4·4 6 7. Приготовление пластинок с
ДЭАЭ- и Э-целлюлозой описано в работах3 0 2·3 8 5 '4 4 0·4 6 3 и 4 8 2 · 4 7 5 соответст-
венно. В качестве элюирующих растворителей обычно используют раз-
бавленные растворы соляной или муравьиной кислот3 0 2·3 8 5·3 9 2·4 6 1·4 6 3·4 6^ *".
Применение разбавленных растворов хлористого натрия дает менее чет-
кое разделение461. По утверждению Рандерата4 6 1·4 6 4, ДЭАЭ- и Э-целлю-
лозные слои дают примерно одинаковые результаты. На Э-целлюлозном
слое фракционирование проходит быстрее.

Скорость движения разных нуклеотидов падает в ряду: О А >
> G > U . Адениновые и цитидиновые нуклеотиды с одинаковым содер-
жанием фосфатных групп плохо разделяются в разбавленной кислоте;
их можно разделить в 0,1 Μ NaCl 4 6 1 · 4 6 4 . Значения Rf моно-, ди- и три-
нуклеотидов на ДЭАЭ-целлюлозе в разбавленных растворах муравьи-
ной или соляной кислот приведены в табл. 5.

ТАБЛИЦА S

Величины Rf нуклеозидмоно-, ди- и -трифосфатов при тонкослойной хроматографии

на ДЭАЭ-целлюлозе461· 4 6 3 · 4 "

Вещество

AMP
ADP
ATP
GMP
GDP
GTP
CMP
CD Ρ
CTP
UMP
UDP
UTP
IMP
IDP
ITP

Неорганический
фосфат

0,01 Ν

0,45
0,24
0,08
0,36
0,09
0,05
0,46
0,31
0,09
0,31
0,07
0,04

.

—

В соляной

0,02 N

0,65
0,48
0,11
0,60
0,27
0,07
0,65
0,53
0,13
0,49
0,15
0,04

.

,

кислоте

0,03 N

0,68
0,20
0,75
0,51
0,14

0,31

0,25
0,08

.

.

0,04 N

—

0,56

0,41

—

0,64

0,18
.
.

В муг

1%

0,87
0,19
0,01
0,55
0,04
0,01
0,90
0,35
0,10
0,33
0,02
0,01
0,33
0,03
0,01

0,44

эавьиной кислоте

4%

0,96
0,49
0,03
0,73
0,18
0,01
0,96
0,55
0,05
0,51
0,06
0,01
0,54
0,07
0,01

0,67

10%

0,97
0,68
0,11
0,87
0,56
0,06
0,97
0,71
0,16
0,68
0,14
0,02
0,76
0,23
0,04

0,81

Хорошие результаты получаются при анализе смеси рибо- и дезокси-
рибонуклеотидмоно-, ди- и трифосфатов с одинаковыми гетероцикличе-
скими основаниями при двумерном хроматографйровании на ДЭАЭ-цел-
люлозе. В первом направлении происходит четкое разделение по коли-
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честву фосфатных групп, во втором —по типу сахарного остатка385·4в5.
Применение двумерной градиентной элюции (l.OMNHiHCO,—0.15М

NH4HCO3 —для первого направления и 2,0 Μ NH4HCO3 pH 4,2—0,2 Μ
NH4HCO3 pH 2,8 —для второго) позволяет разделить смесь моно-, ди-
и трифосфатов четырех основных нуклеотидов, за исключением СТР
и UDP440. Этот метод может быть использован для анализа биологиче-
ских материалов462·483·46"·476. Перед хроматографированием последних
для отделения от полисахаридов и флюоресцирующих веществ, которые
всегда содержатся в них, авторы предлагают гель-фильтрацию в тонком
слое на сефадексе G-25440. Нуклеотидный материал элюируют с сефа-
декса водой и лиофилизируют.

ДЭАЭ-целлюлозный слой можно применять также и для разделения
рибо- и дезоксирибонуклеозид-2'- и З'-фосфатов в щелочных или энзи-
матических гидролизатах РНК и ДНК. 3 8 5 · 4 7 7 ' 4 7 8 . Хроматографирование
нуклеотид-2'- и -З'-фосфатов проводят в 0,05 N НС1 для рибо- и дезокси-
рибопроизводных в первом направлении и в 0,035 ./V НС1 для рибо-
и 0,02 N НС1 для дезоксирибонуклеотидов — во втором 3 8 5 · 4 6 4 ·" '. При
этом происходит фракционирование 2'- и З'-адениловой кислот3 8 5·4 6 4.
Разделение 2'- и З'-изомеров всех нуклеотидов достигается на ДЭАЭ-
целлюлозе, содержащей 10% CaSO4

4 7 8·

2. Электрофорез на бумаге и в тонком слое целлюлозы

Нуклеотиды и их производные содержат различные ионизируемые
труппы, так что электрофорез на бумаге и в тонком слое целлюлозы
является ценным способом л ля их аналитического и препаративного
разделения. Относительные подвижности нуклеотидов можно рассчи-
тать при любом значении рИ по величинам их зарядов, используя зна-
чения рКа ионизируемых групп, которые известны265.

Четыре основных рибо- или дезоксирибонуклеотида разделяются при
рН 3,5., При этом значении рН 2'- и З'-изомеры гуаниловой кислоты
имеют разные подвижности265'343·482'483.

С помощью электрофореза на бумаге можно отделить от других ну-
клеотидов и некоторые минорные нуклеотиды, однако для полного ана-
лиза, например, гидролизата т-РНК, его необходимо дополнительно
разделять с помощью хроматографии в тонком слое или на колонках
(см. соотв. разделы) 343·482· "83. Подвижности рибонуклеотидов приведены
в табл. 6.

Моно-, ди- и трифосфаты лучше всего разделяются в цитратном бу-
фере с рН 5,0 или 7,0 в соответствии с числом диссоциированных фос-
фатных групп. В присутствии двухвалентных катионов подвижность ну-
клеозидтрифосфатов понижается265.

В боратном буфере с рН 9,2 можно отделить 2'- и З'-рибонуклеотиды
от 5'-рибонуклеотидов.

Электрофоретическое разделение нуклеотидов после гидролиза мож-
но использовать для определения включения различных аналогов ну-
клеотидов в нуклеиновые кислоты. Например, р/( 5-фтор, 5-бром,5-хлор
и 5-иодуридиловых кислот, 2-тиоуридиловой и 8-азогуаниловой кислоты
ниже, чем у уридиловой, гуаниловой и тимидиловой кислот, и поэтому
при рН 9,0 эти нуклеотиды движутся быстрее всех природных нукле-
отидов 265.

Компоненты гидролизатов РНК или ДНК могут быть разделены
также с помощью электрофореза на слоях целлюлозы 3 9 7 · 4 β 1 · 4 8 3~ 4 8 β . Луч-
шее разделение при этом получается на хорошо дегазированной и про-
мытой трилоном целлюлозе485.
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Фракционирование 2',3'-рибонуклеотидов и дезоксирибонуклеотидов
достигается при рН 3,4—з,5397·484·486. Адениновые и инозиновые нукле-
отиды разделяются при рН 5,1486. Моно-, ди- и тридезоксирибонукле-
озидфосфаты каждого основания легко отделяются друг от друга при
рН5,5 4 8 4 .

ТАБЛИЦА 6

Относительные подвижности рибонуклеотидов* при электрофорезе на бумаге265

Нуклеотид

4,5-Дигидроуридиловая кислота
Риботимидиловая кислота
Псевдоуридиловая кислота
Инозиновая кислота
Гуаниловая кислота
7-Метилгуаниловая кислота
1-Метилгуаниловая кислота
М2-Метилгуаниловая кислота
N2, N2-Димeтилгyaнилoвaя кислота
Адениловая кислота
\'6-Л1етиладениловая кислота
Νβ, N6-Димeтилaдeнилoвaя кислота
2-Метиладениловая кислота
Цитидиловая кислота

рНЗ,5 · ·

1
0,98
0,98
0,90
0,73
0,98

0,76
0,50
0,46
0,42
0,25
0,41

рН2,1 · · ·

—

0,38

0.30
0,30
0,25
0

0

* За единицу принята подвижность уридиловой кислоты.
·• 0,05 Μ формиат аммония рН 3,5 3*3· 4 в з .

· · · 0,05 Μ фосфатный буфер с рН 2,1482.

Применение электрофореза в тонком слое позволяет улучшить раз-
деление некоторых нуклеотидных смесей, трудно поддающихся фрак-
ционированию распределительной или ионообменной хроматографией.
Для этих целей электрофорез обычно проводят в одном из направлений
при двумерном хроматографировании337·396-398. Микровариант электро-
фореза был применен Эдстремом для анализа нуклеотидов, полученных
из нуклеиновых кислот одной клетки4 8 7·4 8 8.

3. Ионообменная хроматография на колонках

Как известно, ионообменнгя колоночная хроматография на полисти-
роловых смолах, введенная Коном1, успешно применяется для фрак-
ционирования различных производных нуклеиновых кислот в аналити-
ческом и препаративном варианте. Общие основы и принципы разделе-
ния посредством ионообменной хроматографии на колонках были рас-
смотрены Коном еще в 1955 г. Методы колоночной ионообменной хро-
матографии довольно подробно описаны в трех статьях серии «Методы
в энзимологии»48Э.

Разделение смеси рибо- или дезоксирибонуклеотидовi90·49i весьма
удобно проводить на сильном анионите типа дауэкс-1 в кислых492 или
щелочных 493-'ι9β системах. В кислых системах порядок элюции нуклеоти-
дов следующий: цитидиловая, адениловая, уридиловая и гуаниловая
кислоты. В случае колонок с большим соотношением высота : диаметр
иногда гуаниловая кислота опережает уридиловую497. Изомерные ну-
клеотиды делятся на 5'-, 2'- и З'-фосфаты и выходят с колонки в указан-
ном порядке497.

В щелочных системах порядок выхода нуклеотидов меняется на сле-
дующий: цитидиловая, уридиловая, адениловая и гуаниловая кис-
лоты 495.
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В простейших случаях соотношение размеров колонки не имеет су-
щественного значения, однако при разделении сложных многокомпо-
нентных смесей к хорошему разделению приводит применение высоких
колонок (высота : диаметр 50 : I)497.

В большинстве систем, используемых для разделения известной сме-
си производных нуклеиновых кислот на колонках, концентрация илирН
элюата увеличивается ступенчато. Однако для подбора условий разде-
ления или разделения сложной смеси применяют метод градиентной
элюции, при котором состаз элюента меняется плавно с заданным гра-
диентом. Чаще всего исполь-
зуют ЛИНеЙНЫЙ градиент. }Βι/φερΙι Буфер В

Более подробно хромато- Αζβα
графическое разделение нук-
леотидов на ионообменных
колонках описано в обзо-

Свойство пуриновых и пи-
римидиновых производных ин-
тенсивно поглощать в области
260—290 нм было использова-
но для разработки микромето-
дов хроматографирования нук-
леотидов, позволяющих опреде-
лять небольшие количества по-
следних и значительно сокра-
тить время фракционирова-
ния 4"-»01. Так, Андерсон4 9 8·4"
и несколько позже Хори500 опи-

0,3

0,2

0,1
10 13

30 60 90 120 150 180 210 мл

Рис. 7. Хроматография нуклеотидов, нуклеози-
дов и оснований на катионообменной смоле
aminex A-4 (колонка 0,9x50 см). Для разделе-
ния использовали цитратный буфер (/) и аце-
татный буфер (II). Скорость элюции

60 1 ж

/ —UMP-5' + IMP-5' + UMP-2' и UMP-3' + ATP;
2 —GMP-5' + ADP + GMP-2' + QMP-3'; 3 —
СМР-5'; 4 — уридип+АМР-2', 5 — АМР-5Ч-
СМР-2'+СМР-3'+АМР-3', 6 — урацил, 7—иио-
зин+тимин; 8 — гипоксантин; 9 — гуанозин;
10— аденозин; 11 — цитозин; 12 — гуанин; 13 —

аденин

сали метод автоматического
анализа нуклеиновых кислот,
при помощи которого на одной
колонке со смолой дауэкс-ΐχδ
(200—400 меш), используя ли-
нейный градиент концентрации ацетатного буфера при рН 4,4 можно
разделить и проанализировать азотистые основания, нуклеозиды и нук-
леотиды за 24 часа. Для проведения качественного анализа достаточно
0,02 мкмоля вещества. Образцы, содержащие большие количества соли
(например, гидролизат РНК и ДНК), предварительно обессоливают
гель-фильтрацией, а затем растворяют в буферном растворе. Сначала
элюируются пиримидиновые, пуриновые основания и нуклеозиды, а за-
тем нуклеотиды. При этих условиях не происходит полного отделения
2'-UMP от З'-UMP; б'-нуклеотиды за исключением 5'-СМР не отделяют-
ся от 2'-3'-нуклеотидов, а 5'-1МР и 5'-AMP не разделяются. Однако это
почти не снижает практического значения метода. Его можно использо-
вать для разделения 5'-нуклеотидов, которые получаются из РНК при
нуклеазном гидролизе и 2'-, З'-пуклеотидов, которые образуются при ще-
лочном гидролизе РНК. В аналогичных условиях разделяются дезокси-
рибонуклеотиды " 8 .

Применение катионита AG-50WX4 для фракционирования рибо- и
дезоксирибонуклеотидов было описано в 1967 г. Блатнером и Эриксо-
ном502. Авторы получили четкое разделение 4-основных 5'-дезоксирибо-
нуклеотидов после энзиматического гидролиза ДНК и 2', З'-рибонук-
леотидов после щелочного гидролиза РНК- В качестве элюирующего
раствора в первом случае использовали 0,1 Μ формиат аммония рН 3,2,
во втором — 0,25 Μ формиат аммония рН 4,1. Порядок, в котором вы-
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ходят нуклеотиды с колонки для дезокси- и рибонуклеотидов одинаков:
T ( U ) > G > C > A . Присутствие ионов Са2 +, Mg2+, фосфодиэстеразы змеи-
ного яда и панкреатической ДНК-азы в образце не мешает разделению.
Изменение рН или молярности буфера ухудшает разделение. Исполь-
зование летучего буфера для элюции дает возможность после упарива-
ния растворов получать нуклеотиды в чистом виде.

Четкое разделение четырех 5'-мононуклеотидов было получено и на
другой катионообменной смоле aminex A-4503 (рис. 7).

Количественное разделение фосфорилированных в различной степени
нуклеотидов легко достигается с помощью ДЭАЭ-сефадекса А-25 в гра-
диенте бикарбоната аммония или триэтиламмонийацетата при
рН 7,0504·505. Нуклеотиды элюируются с колонки в порядке увеличения
кислотности504.

Эффективность колоночной хроматографии и скорость анализа бы-
ли в дальнейшем существенно увеличены использованием очень мелких
анионо- и катионообменных смол и применением высоких давле-
ний 506-509. Для этой цели были разработаны новые типы смол, такие как
zipax™7-510, AA-15506, поверхкостнослойная катионообменная смола5'1.
Применение высокочувствительных детекторных систем позволяет в на-
стоящее время проводить количественный анализ гидролизатов нуклеи-
новых кислот на уровне 10~'2 моля без использования радиоактивной

V. НУКЛЕИНОВЫЕ ОСНОВАНИЯ И НУКЛЕОЗИДЫ

1. Хроматография в тонких слоях

Для аналитического определения и идентификации оснований нук-
леиновых кислот и нуклеозидов наиболее широко применяется распреде-
лительная хроматография в тонком слое целлюлозы380·382·385-401. Обыч-
ными системами для разделения оснований и нуклеозидов так же, как
и при бумажной хроматографии, являются смеси воды или водных рас-
творов солей, кислот или оснований с органическими растворителями
(спиртами, кислотами и др.). В табл. 7 приводятся значения Rj различ-
ных оснований нуклеиновых кислот, их производных и нуклеозидов в ря-
де растворителей385. Эти системы довольно просты и дают надежно
воспроизводимые результаты. Сравнение величин Rf в приведенных си-
стемах дает представление о влиянии рН раствора и концентрации со-
лей в системах на хроматогуафическую подвижность разделяемых ве-
ществ. Важную роль при этсм играет то обстоятельство, что нуклеино-
вые основания амфотерны, а изменение рН системы меняет полярность
оснований и нуклеозидов и, соответственно, коэффициент распределе-
ния. Введение заместителей существенно изменяет полярность и кон-
станты диссоциации, так что, зная положение и природу заместителя,
можно, хотя бы по аналогии, предсказать изменение Rt.

Хорошее разделение оснораний методом тонкослойной хроматогра-
фии получено при использовании различных вариантов системы Кир-
би 3 8 0 · 4 0 1, широко используемой при бумажной хроматографии оснований.
Так, при одномерной хроматографии в смеси МеОН — НС1 — Н2О
(65:17:18) было получено разделение всех четырех оснований после
кислотного гидролиза ДНК3"0·4 0 1· Успешно используется также стан-
дартная для бумажной хроматографии система изопропанол — НС1 —
вода3 8 5·5 1 2.

Основания и соответствующие нуклеозиды могут быть легко разде-
лены на целлюлозе при элюировании водой386. Ряд других менее рас-
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Величины

ТАБЛИЦА 7

оснований и нуклеозидов при хроматографии в тонком слое целлюлозы38

Вещество

Аденин
2-Метиладенин
6-Диметиладенин
6-Метиладенин
Цитозин
5-Метилцитозин
5-Гидроксиметил пит оз ин
У ρ аил л
6-Метилурацил
1,3-Диметилу раци л
Тимин
Гуанин
1-Метилгуанин
2-Метилгуанин
2,2-Диметилгуанин
Аденозин
Дезоксиаденозин
Цитидин
Дезоксицитидин
Метилдезоксицитидин
Гуанозин
Дезоксигуанозин
Уридин
Дезоксиуридин
Тимидин
Псевдоуридин

I

0,31
0,38
0,50
0,45
0,41
0,51
0,39
0,70
0,72
0,98
0,80
0,26
0,16
0,53
0,32
0,23
0,27
0,36
0,50
0;59
0,22
0,14
и, υώ

0,77
0,88
0,42

II

0,38-
0,43
0,68
0,52
0,24
0,27
0,10
0,31
0,36
0,70
0,45
0,33
0,06

—
—
—

—
.—
—
—
—

—

Растворители ·
I

ш 1
0,88
0,91
0,88
0,91
0,59
0,64
0,64
0,57
0,63
0,82
0,65
0,87
0,50
0,74
0,75

—
0,82
0,65
0,65
0,73
0,50
0,59

0,61
0,66
0,42

IV

0,35
0,45
0,65
0,52
0,31
0,35
0,25
0,35
0,44
0,80
0,57
0,39
0,13

—
0,32

—
0,37
0,27
0,35
0,40
0,09
0,17

0,33
0,52
0,08

У
0,40
0,49
0,55
0,52
0,39
0,44
0,33
0,47
0,55
0,73
0,57
0,41
0,25

_
—

0,41
0,42

0,42
0,26
0,36

0,47
0,55
0,24

VI

0,10
0,08
0,08
0,08
0,59
0,51
0,66
0,54
0,44
0,56
0,44
0,10
0,15
0,11
0,10

—
0,09
0,52
0,47
0,39
0,27
0,23

0,45
0,37
0,57

* Состав растворителей:
I. Изопропанол — НС1 — Н2О (65:16,7:18,3)

II. п-Бутанол — Н гО (86:14)
III. Изомасляная кислота — Н г О — 25% ΝΗ4ΟΗ (400:208:0,4)
IV. Изопропанол — Н гО — конц. (28%) ΝΗ4ΟΗ (85:15:1,3)
V. η — Бутанол — Н2О — муравьиная кислота (77:13:10)

VI. Насыщенный (NH4)sSO4 — 1 Μ ацетат натрия —изопропанол (80:18:2).

пространенных систем для разделения основании и нуклеозидов можно
найти в работах386·390·392·393· м~ъгз.

Величины Rf для метилированных пуринов и пуриновых нуклеози-
дов приводятся в работе Брума и др.517·520. Данные по разделению де-
зоксирибонуклеозидов и значения их Rf приведены в работах3 9 5·4 0 2·5 2 4.
Отделение рибонуклеозидоз от дезоксирибонуклеозидов или рибонук-
леозидов с замещенными цыс-гликольными гидроксильными группами
легко осуществляется в основных системах, содержащих борат382. Обра-
зование боратных комплексов с цыс-гликольной группой остатка рибо-
зы резко сказывается на хроматографической подвижности.

В том случае, если смесь оснований сложнее, так что одномерное
разделение не дает удовлетворительного разделения, можно использо-
вать двумерную хроматографию. Примером успешного применения это-
го способа является разделение смеси оснований с использованием си-
стемы МеОН—НС1—Н2О(70 : 20 : 10) в первом направлении и
BuOH—MeOH—H2O—NH tOH (конц.) (60 : 20 : 20 : 2) —во втором3 8 0·5 2 5.
Смесь 6-метиладенина, аденина, цитозина и 5-метилцитозина легко раз-
деляется на индивидуальные соединения при двумерном хроматографи-
ровании в системах I — первое направление и II — второе направление
(системы I и II, см. табл. 7), в то время как использование только одной
системы не приводит к четкому разделению смеси385.

9 Успехи химии, № 7
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При двумерном фракционировании энзиматического гидролизата
т-РНК из Е. coli и дрожжей происходит четкое разделение восьми ну-
клеозидов, в том числе и минорных: дегидроуридина, инозина, псевдо-
уридина, работимидина521. Иногда в качестве одного из направлений
при двумерном хроматографировании в тонком слое применяют элек-
трофорез 4 0 1 · 4 8 4 . Этим методом, например, была разделена смесь пяти У
основных и восьми метилированных оснований, найденных в ДНК и
РНК, и было показано, что он дает лучшие результаты, чем метод одно-
мерного хроматографирования 385. Использование высоковольтного элек-
трофореза и двумерной хроматографии позволяет разделять большин-
ство оснований и дезоксирибонуклеозидов, содержащихся в гидролиза-
тахДНК 4 0 1 ·

Таким образом, фракционирование производных нуклеиновых кис-
лот в тонком слое целлюлозы используется в последнее время во всех
тех случаях, в которых раньше использовалась хроматография на бу-
маге, но разделение в тонком слое целлюлозы дает по сравнению с бу-
мажной хроматографией большой выигрыш времени, более четкое раз-
деление и приблизительно ί 0-кратное повышение чувствительности.

Использование меченых препаратов НК, а также химических мето-
дов введения радиоактивных изотопов в компоненты нуклеиновых кис-
лот, позволяет повысить чувствительность метода до 10~12 моля 3 4 3 · 5 2 6 - 5 2 8 .
В частности, для введения изотопной метки в рибонуклеозиды при ана-
лизе гидролизатов РНК, Рандерат использовал окисление ^ис-гликоль-
ной группы рибозного остатка периодатом с последующим восстановле-
нием бортритидом натрия. Полученная смесь меченых тритием соедине-
ний была разделена на компоненты двумерной хроматографией в тон-
ких слоях целлюлозы или силикагеля304> 52Э-533. Положение отдельных
соединений на хроматограммах определялось методом радиоавтогра-
фии. Количественный анализ проводился измерением радиоактивности
элюированных веществ. Метод обладает высокой разрешающей способ-
ностью и чувствительностьюЗС4·529-531. Этот метод разработан и приме-
няется для определения нуклеотидного состава РНК в тех случаях, jf
когда имеется минимальное количество РНК, метка в которую in vivo
введена быть не может. Чувствительность метода авторы оценивают в
несколько пикомолей ™. Нижний предел спектрофотометрического ана-
лиза — 1 нономолей. Проведя исследование факторов, влияющих на чув-
ствительность метода, Рандерат получил такой уровень чувстви-
тельности, который оказался достаточным для выявления минорных }
компонентов т-РНК 5 3 0 · 5 3 2 · 5 3 3- Однако, 2-О-метилнуклеозиды не могут {
быть идентифицированы этим методом, так как они не окисляются пе- f
риодатом, а при восстановлении бортритидом 4-тиоуридин превращает- |
ся в (3Н)-уридин 5 3 0 · 5 3 1 · 5 3 4 . В силу нестойкости бортритида реакцию вое- ·[
становления проводят в щелочной среде. Известно, что некоторые ми- ;
норные основания в т-РНК при этом разрушаются 531· 53\ Частично раз- :
рывается имидазольное кольцо 7-метилгуанина (~35%), 1-метиладенин :
превращается в №-метиладенин. З-Метилцитозин также подвергается ;

разложению на 10—15% "'• М 4 · 5 3 5 . ;
Разработанный высокочувствительный ультрамикрометод Рандерат \

использовал для систематического исследования состава оснований ;
т-РНК, выделенной из различных нормальных и неопластических моз- :
говых тканей млекопитающих536. Разделение производных нуклеозидов «
в основном проводилось на слоях целлюлозы. I

Из других сорбентов, дающих хорошие результаты при фракциони- ;
ровании оснований нуклеиновых кислот и нуклеозидов в тонком слое, !
может быть назван полиамид3 8 2·3 9 2·5 3 7. В табл. 8 приведены величины: 4 •
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Величины
; ТАБЛИЦА 8

оснований и нуклеозидов при хроматографии на полиамидных

Вещество

Аденин
Гипоксантин
Гуанин
Урацил
Аденозин

Растворители *

I

0,75
0,48
0,00
0,58
0,65

и

0,85
0,52
0,00
0,72
0,80

III

0,54
0,37
0,00
0,54
0,50

IV

0,51
0,74
0,44
0,83
0,65

Вещество

Инозин
Гуанозин
Уридин
Цитидин
Тимидин

Растворители * > N

I

0,32
0,22
0,39
0,30
0,56

II

0,30
0,17
0,50
0,37
0,75

ЛИ

0,23
0,17
0,37
0,23
0,51

IV

0,85
0,74
0,90
0,90
0,78

* Состав растворителей:
I. Гептан — бутанол — уксусная кислота (4:4:1)

II. Четыреххлористый углерод — уксусная кислота—ацетон (4:1:4)
III. Толуол — пиридин — этиленхлоргидрин — 0,8 Μ ΝΗ 4 ΟΗ (5:1:5:3:3)
IV. 0,5 Μ водный NaCl.

Rf для десяти оснований инуклеозидов. Использование дистиллирован-
ной воды в качестве растворителя приводит к значительному увеличе-
нию подвижности всех соединений, добавление соли понижает подвиж-
ность 537. Лучшие результаты были получены в водных растворах хло-
ристого натрия, хотя можно использовать также ацетат или борат
натрия537. Полиамидные слоя могут быть использованы многократно537.

Для разделения синтетических аналогов и некоторых производных
нуклеозидов и оснований иногда применяют хроматографию в тонком
слое силикагеля4 0 2·4 0 4·4 1 4·4 1 8·4 1 9·4 2 6·4 2 7·5 3 8·5 3 9. Для фракционирования сво-
бодных оснований и нуклеозидов слои силикагеля хотя и приме-
няют3 0 0 '4 1 0 '4 2 6, однако они дают худшие результаты, чем целлюло-

„ „ 300, 426, Ί27

2. Электрофорез на бумаге и в тонком слое целлюлозы

Фракционирование оснований нуклеиновых кислот и нуклеозидов с
помощью электрофореза на бумаге или в тонком слое целлюлозы не
имеет особых преимуществ перед распределительной тонкослойной или
бумажной хроматографией этих соединений. Однако, комбинируя этот
метод с хроматографией в тонких слоях целлюлозы, можно иногда улуч-
шить разделение некоторых смесей, содержащих, помимо четырех основ-
ных компонентов, минорные компоненты — метилированные по основа-
нию или по 2'-гидроксильной группе рибозы3 8 2·4 8 4. Наиболее ярким при-
мером подобного применения электрофореза и хроматографии является
разделение смеси 5 основных и 8 метилированных оснований методом
двумерной хроматографии484 (рис. 8).

Рис. 8. Разделение метилированных
оснований на тонком слое микрокри-
сталлической целлюлозы Avicel. Пер-
вое направление: электрофорез в 0,1 Μ
ацетате натрия (рН 3,5), 1000 в,
20 ма — 3 часа. Второе направление:
хроматография в системе изопропа-
кол — НСЛ — вода (65 : 16,7 : 18,3) 484.
1 — гуанин; 2—1-метилгуанин; 3 —
2-диметилгуанин; 4 — аденин; 5 — 2-
метилгуанин; 6 — урацил; 7 — тимин;
8 — 6-метиладенин; 9 — 6-диметиладе-
нин; 10— 2-метиладенин; 11— 5-ме-
тилцитозин; /2 — цитозин; 13—1-ме-

тиладснин
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В боратном буфере при рН 9,2 можно отделить дезоксирибонуклео-
зиды и 2'-О-метилрибонуклесзиды от рибонуклеозидов2в5· 48\ Боратные
комплексы рибонуклеозидов движутся как анионы, и относительные
подвижности аденозина, цитидина, гуанозина и уридина равны соответ-
ственно 0,64; 0,74; 0,88 и 1,0 2 6\ Четыре главных рибо- и дезоксирибонук-
леозида разделяются с помощью электрофореза на бумаге при рН 3,2.
Подвижности уридина (тимидина), гуанозина и аденозина равны соот-
ветственно 0; 0,05 и 0,29 (подвижность цитидина принята за 1,0) " 5 .
Аденин, гуанин, цитозин и урацил также, можно разделить электрофо-
резом при рН 3,2265.

3. Ионообменная хроматография

Принципы и методы разделения на ионообменных смолах оснований
нуклеиновых кислот и нуклеозидов довольно подробно описаны в рабо-
тах и обзорах Кона " · 4 8 9 · 4 9 1 · 4 S 7 . Поскольку все данные, опубликованные
до сих пор в области фракционирования этих компонентов на ионооб-
менных смолах оказались сравнимыми между собой и с данными Кона
(во всех случаях были использованы одни и те же или близкие ионооб-
менники), наше обсуждение будет ограничено здесь теми немногими
ионообменными смолами, которые применяются в настоящее время для
микропрепаративных исследований. Несколько более подробно в дан-
ном" разделе будет рассмотрен вопрос разделения нуклеозидов и осно-
ваний методом адсорбционной хроматографии на гельфильтрационных
материалах типа сефадексоз и биогелей, которые успешно применяются
для этих целей в последнее время.

В 1968 г. Кон и Узиел модифицировали нуклеотидный анализатор
Андерсона498·4Э9 и использовали его для разделения нуклеозидов на ка-
тионообменных смолах, типа амберлит GG-120, тип III, Bio-Rad A-6 и
дауэкс 50Х45 4 0. Четыре основных нуклеозида, полученные гидролизом
РНК, хорошо отделяются друг от друга при элюции 0,4 Μ формиатом
аммония, рН 4,65. Порядок, в котором выходят нуклеозиды с колонки,
следующий: U > G > A > C . Минорные нуклеозиды такие, как №-диме-
тиладенозин, 7-метилгуанозин, Г\Р-диметилгуанозин хорошо отделяются
друг от друга и не мешают разделению основных нуклеозидов. Псевдо-
уридкн, риботимидин, уридин, инозин и 4-тиоуридин разделяются не
полностью. Хотя авторы исследуют только разделение нуклеозидов, по-
добный нуклеозидный анализатор, по-видимому, можно использовать
и для анализа оснований нуклеиновых кислот502· 541~543. Например, в
1970 г. был предложен микрометод фракционирования смеси нуклеоти-
дов, нуклеозидов и оснований на катионообменной смоле aminex A-4503

(рис. 7). Разделение проводили, используя ступенчатую элюцию, сна-
чала цитратом натрия при рН 3,0, а затем 0,25; 0,50; 1,00 Μ ацетатом
натрия, рН 6,4. Все четыре 5'-мононуклеотида отделяются друг от дру-
га при пропускании первого буфера. При пропускании второго буфера
получаются индивидуальные пики нуклеозидов и оснований нуклеино-
вых кислот. Использование этого катионообменника было описано и ра-
нее для отделения пуриновых оснований от пиримидиновых и разделе-
ния гипоксантина, гуанина и аденина544.

Удобный метод выделения и разделения пуриновых оснований из
биологических экстрактов предложен с использованием катионообмен-
ной смолы AG50WX4 (Н+) 545. Элюцию проводят 0,05 Μ НС1. При этом
происходит разделение не только пуриновых оснований, но и всего нук-
леотидного материала, содержащегося в экстракте.
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4. Гельфильтрация и адсорбционная хроматография на гелях

Гельфильтрация или фракционирование соединений на молекуляр-
ных ситах (декстрановых гелях) типа сефадексов, описанная еще в
1959 г. 5 4\ широко используется для разделения различных производных
нуклеиновых кислот, согласно их молекулярному весу. Так, нуклеотиды
легко отделяются от Р Н К или олигонуклеотидов5 4 7·5 4 в и всегда элюиру-
ются перед нуклеозидами и основаниями, что является быстрым и тех-
нически очень простым способом для разделения этих производных на
группы примерно равного молекулярного веса 5 4 9 · 5 5 0 . Сефадекс — отно-
сительно инертный, нерастворимый и гидрофильный материал, выпускает-
ся с различной пористостью Ю-10; -15; -25; -50; -75; -100 и -200) и в фор-
ме ионообменных целлюлоз СМ- и ДЭАЭ-сефадекса, которые объеди-
няют свойства молекулярных сит и ионообменников551·552. Выход ве-
ществ с колонок практически количественный. За счет необратимой ад-
сорбции соединений теряется ~ 3 % 553·

Вскоре после введения гель-фильтрации Желоттом было показано,
что производные нуклеиновых кислот задерживаются гелем с разной
силой и вымываются с него различными объемами элюента в зависимо-
сти от строения5 5 3"5 5 7. Показано, что кроме молекулярного веса на раз-
деление соединений на сефадексах большое влияние оказывают как
ионная сила и рН элюирующего буфера, так и обратимая адсорбция ве-
ществ5 4 9·5 5 0·5 5 4""5 6 1. Механизм адсорбции на сефадексе пока не установ-
лен, однако, предполагают, что адсорбция происходит за счет образова-
ния водородных связей между гетероциклическими основаниями и эфир-
ными мостиками матрицы 5 " · 5 5 6 · 5 5 7 . Пуриновые производные, как прави-
ло, имеют более сильное сродство к сефадексам, чем пиримидино-
вые549,55о, 553,556,557_ разделение на G-10, G-15 и G-25 практически одина-
ково для пиримидиновых производных, а для пуриновых при использо-
вании более сшитых гелей, например G-10, сродство к матрице увеличи-
вается 5 4 9 · 5 5 0 · 5 5 3 · 5 5 6

Относительный объем элюента или константа элюции (Rm) для раз-
ных производных не зависит от количества геля и при стандартизации
условий может служить первым критерием идентификации соедине-
ния 5 5 6 . В этой работе приведены константы элюции для 50 пуриновых и
пиримидиновых производных на колонке с G-10 в 0,01 Μ карбонате
аммония при рН 9. За один прием можно разделить до 16 соединений556.
Константы элюции нуклеозидов и оснований при других значениях рН
приведены в работах 5 5 9 · 5 6 1. При рН 10,4 на сефадексах G-25 или G-10
успешно разделяются все четыре основных дезокси- и рибонуклеози-
д а »»,547. «о, 562 количество каждого нуклеозида в смеси составляло
1—ΐοχίΟ" 9 моля. Отношение диаметра колонки к высоте для четкого
разделения должно соблюдаться в пределах 14-50—1-И50 5 4 7 · 5 6 2. Поря-
док, в котором выходят нуклеозиды с колонки, при этих условиях сле-
дующий: U ( T ) > C > G > A . Основания делятся в таком же порядке, но
в присутствии нуклеозидов происходит неполное разделение аденозина
и гуанина5 5 3·5 5 6.

Смесь нуклеозидов и оснований может быть проанализирована и в
присутствии нуклеотидов, так как последние в этих условиях выходят
отдельным пиком перед нуклеозидами5 4 7·5 6 3. Количество нуклеотидов
при этом не должно превышать 50% от общего количества наносимого
вещества. Но если использовать более длинные колонки, то при низких
скоростях элюции можно разделить смесь нуклеотидов и нуклеозидов
в отношении 12 :1 5 4 7 .
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Фракционирование нуклеозидов на G-10 может быть достигнуто и
лри нейтральных значениях рН. Однако при этом требуется дополни-
тельное разделение уридина и цитидина, которые частично (элюция
фосфатным буфером рН 7,0» или полностью (элюция водой) перекры-
ваются. Аденозин и гуанозин разделяются полностью549> 558.
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|
% 60

10 20 30 40
мкл

Рис. 9. Хроматография смеси дезоксирибонуклеозидов и рибонуклео-
зидов на фракционированном биогеле Р-2 (колонка 0,8X68 см). Ско-
рость элюции 2,8 мл/час. Объем элюата 50 мкл. 1 — уридин, 2—гуа-
нозин, 3— дезоксигуанозин, 4 — тимидин, 5 — цитидин, 6 — аденозин,

7 — дезоксицитидин, 8 — дезоксиаденозин 5 6 6

Аналогичная картина при этих значениях рН наблюдается и для
оснований нуклеиновых кислот557. Элюция 0,05 Μ фосфатным буфером
при рН 7,0 приводит к четкому фракционированию пуриновых основа-
ний, в том числе и минорных, и к неполному разделению пиримидино-
вых. Следует отметить, что при этих условиях происходит разделение
не только гипоксантина, ксантина, аденина и гуанина, но и различных
метилированных производных пуринов. Разделение метилированных пу-
ринов показывает, что введение метильной группы уменьшает обрати-
мую адсорбцию соединения5".

Достаточно успешно на колонке с сефадексом G-10 могут быть раз-
делены и нуклеозид циклофссфаты 2': З'-гуаниловой и адениловой кис-
лот 549. Нуклеотиды между собой не разделяются ' " • 5 5 7 · 5 6 2 - 5 6 5 .

Другим материалом, наиболее часто применяемым в последнее вре-
мя для разделения щелочных и кислотных гидролизатов ДНК, являет-

ся полиакриламидный гель (биогель Р-2, Р-6)136·158·566-574. Преимущест-
во полиакриламидного геля перед сефадексами заключается в том, что
для разделения требуются меньшие объемы геля, что сокращает время
элюции; соединения выходят в значительно меньших объемах и коли-
чественно 56в. Разделение нуклеозидов рекомендуется проводить на фрак-
ционированном биогеле Р-2 при высоких значениях рН1 5 8·5 6 6·5 7 2· " 3 .
Фракционирование биогеля и приготовление колонок описано в рабо-
тах 5 6 6 · 5 7 2 . Разделение смеси рибо- и дезоксирибонуклеозидов было про-
ведено в 0,1 Μ бикарбонатаммонийном буфере, 1 тМ Na2B4O7 при
рН 10,1 566' " 3 (рис. 9). Присутствие нуклеотидов или высоких концен-
траций солей в исходной смеси не мешает хорошему разделению нук-
леозидов, так как и нуклеотиды и соли легко отделяются от них566·572·
S75, 576

VI. СМЕСИ НУКЛЕОТИДОВ, НУКЛЕОЗИДОВ И НУКЛЕИНОВЫХ ОСНОВАНИЙ

Для фракционирования сложных смесей различных компонентов
нуклеиновых кислот, также как и для разделения однотипных соедине-
ний, можно использовать распределительную518·519 или ионообменную
тонкослойную хроматографию438· " 7 , электрофорез 484> 487, ионообмен-

Н у Ю 498-504,54з и л и а д с орбционную 5 4 9 ' 5 5 3 · 556·568· 57° хроматографию на ко-
лонках.

Для быстрого анализа микроколичеств смеси нуклеотидов, нуклеози-
дов и оснований в последнее время в основном применяется тонкослой-
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ная хроматография на целлюлозе и целлюлозных ионообменниках. Чет-
кое фракционирование большого числа соединений на целлюлозе
происходит при использовании двумерной хроматографии518·519.

В качестве примера можно привести разделение 22 соединений на
целлюлозе MN-300 в системах: изомасляная кислота — концентрирован-
лый аммиак — вода (57:4:39)—первое направление и метанол—1 Λί
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Рис. 10 Рис. 11

Рис. 10. Двумерная хроматография сложной смеси нуклеотидов, нуклеозидов и осно-
ваний нуклеиновых кислот на тонком слое целлюлозы. Первое направление: п-пропа-
н о л — 25% аммиак — вода ( 6 : 3 : 1 ) . Второе направление: изопропанол — насыщенный

сульфат аммония — вода (2 : 79 : 19) 51Э.

; _ А Т Р ; 2 — G D P ; 3 — GTP; 4 — ITP; 5 — C T P + UTP; 6 — CDP + UDP; 7 — I D P + TTP;
8 —GMP-5'; 9 — TPN; 10 — GMP-З' + АТР; // —GMP-2; 12 — IMP-54-TDP; 13 —
Ci\\P-5' + CMP-2' + CDPG + UMP-5'; J4 — мочевая кислота; 15 — TPNH; /б —АМР-5'+
+ DPN + ADPG; 17 — ТМР-5'; /8 —CMP-3' + UMP-2' + UMP-3'; 19 — АМР-3'; 20 —
АМР-2'; 21 — DPNH; 22 — гуанин; 23 — оротовая кислота, 24 — ксантин + ОМР-2' : 3';
25 — гуанозин; 26 — 7-метилксантин; 27 — дезоксигуанозин + ксантозин; 28 — 5-амино-
тимин; 29 — аденин; 30 — гипоксантин; 31 — инозин; 32 — изоцитозин; 33 — уридин;
34 — 2-аминопурин; 35 — урацил+цитидин+цитозин+дезоксиуридин; 36 — аденозин;
37 — 4-метилурацил; 38 — 2-тиоурацил; 39 — тимидин + тимшг, 40 — 3-метилцитозин +
дезоксицитидин; 41 — дезоксиаденозин; 42 — никотиновая кислота; 43 — никотинамид

Рис 11 Хроматография смеси нуклеотидов, нуклеозидов и оснований на ПЭИ-целлю-
лозном слое 5 7 7 Градиент: 0,6 мл 0,1 Μ LiCl; 0,6 мл 0,2 Μ LiCl; 0,6 мл 0,5 Μ LiCl; 0,6 мл

1 Μ LiCl и 1,2 мл 2 Μ LiCl.
/ _ А Т Р ; 2 —ADP; 3 — AMP; 4 — аденин; 5 —аденозин; б — G T P ; 7 — G D P ; 8 — GMP;
g — гуанин; 10 — гуанозин; // — U T P ; 12 — UDP; 13 — UMP; 14 — урацил; 15 — ури-
дин· "16 — ITP 17 — IDP; 18 — CMP; 19 — цитозин; 20 — цитидин; 21 — ITP; 22 — IDP;
23 — I M P ; 24 — гипоксантин; 25 —инозин; 26 — TTP; 27 — TDP; 28 — TMP; 29 —ти-

мин; 30 — тимидин

ацетат аммония (7:3) —двукратное пропускание во втором направле-
нии г'18. При этом довольно отчетливо отделились друг от друга не толь-
ко моно-, ди- и трифосфаты ьуклеозидов, но и 3'- и 5'-нуклеотиды.

На рис. 10 приведено хроматографическое разделение более 60 нук-
леотидных производных519. Особенно следует отметить хорошее фрак-
ционирование оснований и соответствующих рибонуклеозидов, рибо- и
дезоксирибонуклеозидов, моно-, ди- и трифосфатов разных нуклеозидов,
2'-, 3'- и 5'-фосфатов рибонуклеозидов. Соединения с одинаковой хрома-
тографической подвижностью могут быть подвергнуты повторному
фракционированию в другом растворителе.
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Разделение оснований, нуклеозидов и нуклеотидов с хорошим разре-
шением на ПЭИ-целлюлозе было достигнуто с использованием солевого
градиента578 (рис. 11). Поскольку значения Rf нуклеотидов зависят от
концентрации солей438, основания и нуклеозиды можно легко отделить-
от нуклеотидов пропусканием в качестве начального растворителя ди-
стиллированной воды или смеси метанол — вода (1 : 1) 4 3 8 · 4 4 2 · 5 7 8 .

Разделение сложной смеси оснований нуклеозидов и нуклеотидов на
колонках описано в работах4 :'8-5 0 0·5 0 3·5 0 4·5 4 3·ь й·5 5 3·5 6 6·5 5 7·5'6 8· 57°.

Для разделения производных НК в последнее время используют так-
же и метод газо-жидкостной хроматографии (ГЖХ), предложенной вна-
чале лишь для разделения ацетильных, метильных и изопропилиденовых
производных нуклеозидов579 и метилированных оснований580·581. Вслед-
ствие низкой летучести и неустойчивости разделяемых веществ в про-
цессе хроматографии эти производные можно было использовать лишь
для качественного анализа. Указанные трудности частично удалось
устранить при хроматографировании триметилсилильных производных
нуклеозидов581-585. Метод используется во многих модификациях581·583-591.
Наибольшее распространение получила хроматография бис- (триметил-
силил)-трифторацетамидных производных589·590'592-596. Однако и в этом
случае некоторые нуклеозиды (цитидин, аденозин) после силилирова-
ния дают несколько продуктов · . Для цитидина эту трудность уда-
лось устранить, используя реакцию модификации цитидиновых произ-
водных перед силилированием производными гидроксиламина596. ГЖХ
можно использовать для анализа нуклеотидного состава ДНК и
РНК 5 8 9 · 5 9 3 , однако чувствительность метода еще недостаточно высока
(1—5 мкг НК на анализ). Метод ГЖХ целесообразно использовать для
анализа состава синтетических олигонуклеотидов. С разделением ред-
ких компонентов НК можно ознакомиться в работах 58β· 59°·594·596·597.
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