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ТРИПТИЧЕСКИЕ ПЕПТИДЫ ПОЛИЭДРИНА ВИРУСА ЯДЕРНОГО 
ПОЛИЭДРОЗА (ВЯП) КОЛЬЧАТОГО ШЕЛКОПРЯДА, 
MALACOSOMA NEUSTRIA 

Восстановленный и карбоксиметилированный полиэдрин расщепляли трипсином. Из 
триптического гидролизата методом гель-фильтрования, высоковольтного электрофореза 
и хроматографии на бумаге выделено 48 пептидов. Определено их строение или амино-
кислотный состав. 30 пептидов с уникальными аминокислотными последовательностями 
насчитывают 246 остатков аминокислот. Обсуждаются особенности взаимодействия про-
теазы полиэдров ВЯП М. neustria с полиэдрином. 

Введение. Ранее [1] мы сообщили о том, что в нашей лаборатории за-
вершается выяснение первичной структуры полиэдрина ВЯП шестого 
по счету (или десятого в мире) насекомого М. neustria. Мы осуществ-
ляем подобные исследования непосредственно на белке [2, 3], в дру-
гих лабораториях мира основываются на нуклеотидной последователь-
ности соответствующих генов [4, 5]. Стратегия выяснения аминокис-
лотной последовательности, выбранная нами, предельно проста, так 
как полиэдрины относятся к разряду высокогомологичных белков [4, 6]. 
В этом случае изучается строение только триптических пептидов. Ре-
зультаты таких исследований на полиэдрине ВЯП М. neustria приве-
дены в настоящем сообщении. Физико-химический анализ этого белка 
был проведен ранее [7]. 

Материалы и методы. Полиэдрин получали растворением полиэд-
ров в 0,1 н. NaOH (30 мин) при комнатной температуре. Раствор цен-
трифугировали на ультрацентрифуге в течение 1,5 ч при 20 000 об/мин 
и 8 °С. Белок осаждали из надосадочной жидкости 14 %-м раствором 
трихлоруксусной кислоты и промывали дистиллированной водой. Осаж-
денный белок восстанавливали, карбоксиметилировали [8] (ВКМ-бе-
лок) и расщепляли трипсином («Worthington», США). Протеолиз про-
водили в 0,2 н. NH 4HCO 3 (рН 7,8, 37 °С) в течение 12 ч с промежуточ-
ной добавкой свежего фермента через 6 ч. Фермент-субстратное соотно-
шение 1 : 50. Реакцию останавливали подкислением реакционной смеси 
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0,1 н. HCl до ρΗ 6,0. Выпавший при этом осадок (нерастворимая фрак-
ция Ти) удаляли центрифугированием. Надосадочную жидкость (ра-
створимая фракция) подвергали гель-фильтрованию через сефадекс 
G-25 тонкий («Pharmacia», Швеция), уравновешенный 0,2 н. CH3COOH. 
После пропускания в несколько приемов всей растворимой фракции 
на колонке накапливался материал в виде двух окрашенных в желтый 
цвет зон. Одна зона (фракция TH) — на вершине колонки, другая — 
в средней ее части. Верхнюю часть геля, содержащую фракцию TH, ос-
торожно счищали, заполняли ею небольшую колонку, промывали ди-

стиллированной водой и фрак-
цию TH элюировали 0,3 н. 
NH4OH. После отделения 
верхней зоны колонку промы-
вали 0,3 н. NH4OH. 

Высоковольтный (в/в) 
электрофорез и хроматогра-
фию осуществляли на бумаге 

Разделение растворимых при рН 5,0 
триптических пептидов полиэдрина 
В ЯП М. neustria на колонке (2,5Х 
XlOO см) с сефадексом G-25. Скорость 
элюции 30 мл/ч, объем фракции 5 мл 

FN 17 («Filtrak», Германия) в электролитах и системах, описанных 
ранее [9]. Условия в /в электрофореза описаны в [9]. 

Расщепление химотрипсином («Spofa», ЧСФР) проводили в усло-
виях, описанных выше для трипсина, в течение 3 ч. 

N-концевую последовательность аминокислотных остатков опреде-
ляли методом Эдмана с последующей идентификацией аминокислот в 
виде дансил (Dns)-производных. Деградацию производили по Грэю 
[10] в модификации Виноградовой и др. [11]. Dns-производные 
аминокислот идентифицировали на пластинках с тонким слоем 
полиамида [12]. 

Аминокислотный состав выясняли на анализаторе аминокислот 
ААА-339 (ЧСФР). Пробы гидролизовали 5,7 н. HCl, содержащей 0,1 % 
фенола, в течение 24 ч при 105—IlO0C в вакууме. Триптофан опреде-
ляли реакцией Эрлиха [13] . Остатки глутаминовой, аспарагиновой кис-
лот и их амидов идентифицировали как по подвижности пептида при 
в /в электрофорезе на бумаге в системе А [9], так и в виде фенилтио-
гидантоин-производных по методу [14]. 

Результаты и обсуждение. Приступая к выяснению первичной 
структуры полиэдрина ВЯП М. neustria, мы уже знали те его физико-
химические свойства и обстоятельства, которые значительно влияют на 
степень расщепления белка трипсином — низкая растворимость поли-
эдров и полиэдрина, высокая способность к агрегации белковых моле-
кул, приводящая к образованию полидисперсной системы из компонен-
тов с молекулярными массами выше 100 000, и высокая протеолитиче-
ская активность щелочной протеазы, присутствующей в полиэдрах [7]. 
Аналогичными свойствами и компонентами обладают тела включения 
(гранулы, ТВ) и их белок (гранулин) вируса гранулеза (ВГ) озимой 
совки, Agrotis segetum [15]. При изучении первичной структуры это-
го гранулина [16—18] мы обнаружили взаимосвязь между перечислен-
ными выше физико-химическими свойствами белка ТВ и низкой сте-
пенью его расщепления трипсином. В свіязи с этим и были выбраны 
столь жесткие условия расщепления полиэдрина ВЯП М. neustria. Но 
даже в таких условиях протеолиза остается некоторое количество не-
расщепленного белка или его крупных фрагментов (показано электро-
форезом в полиакриламидном геле), и выход нерастворимой фракции 
TH составляет 50 вместо 10—15 %, как это наблюдается для других 
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Строение и аминокислотный состав триптических пептидов (T) полиэдрина В?П 
М. neustria и химотриптических пептидов (Ch) фракции Th полиэдрина 

Строение или состав Число Пептид Строение или состав остатков 

1 2 3 

Tl Met-Tyr-Thr-Arg 4 
Т2 Tyr- (Asn, Thr, Ser, Pro, Gly, Leu, Туг) -Arg 9 

ТЗ Thr-Tyr-Val-Tyr-Asp-Asn-Lys 7 

ТЗ1 Val-Tyr-Asp-Asn-Lys 5 
ТЗ2 

Т4 
Т5 
Тб 
Т7 
Т8 
Т7, 8 
Т81 

Т9 
TlO 
T l l 
Т 1 2 

Т13 
Т14 
Т15 
Т16 

Т 1 6 1 

Т162 

Т17 
Т 1 8 

Т19 
Т20 

Т21 
Т22 
Т221 

Т222 

Т23 

Т24 
Т241 

Т25 
Т26 

Т261 

Т27 

Т271 

Т272 

Т28 

Т281 

Т282 

Т283 

Asp-Asn-Lys 
Tyr-Tyr-Lys 
Asn-Leu-Gly-His-(Val, l ie)-Lys 
Asn-Ala-Lys 
Arg 
Lys-Lys 
Arg-Lys 
Lys 
Asn-Ala-Ala-Glu-His-Glu-Leu-Glu-Glu-Arg 
Asn-Leu-Asp-Pro-(Asp, Leu)-Lys 
Tyr-Leu-Val-Ala-Glu-Asp-Pro-Phe-(Pro, Gly2, Leu)-Lys 
Asn-Gln-Lys 
Leu-Thr-Leu-Phe-Lys 
Glu-Ile-Arg 
Asn-(Lys, Asp, Thr, Pro, Val, Met)-Lys 
Leu-Ile-Val-Asn-Trp-Ser-Gly-Lys 
Leu-Ile-Val-Asn-Trp 
Ser-Gly-Lys 
Glu-Phe-Leu-Arg 
Glu-Thr-Trp-Thr-Arg 
P h e - ( A s x ^ e r T G l x 3 , Pro, Val4, Met2, lie, Leu3, Phe) 
Gln-(Lys, Arg2, Thr, Asn, Pro2, lie) 
Cys-Phe-Arg 
Phe-Leu-Ala-Gln-His-Ala-Leu-Arg 
Leu-Ala-Gln-His-Ala-Leu-Arg 
Ala-Leu-Arg 
Cys-Asp-Ser-Asp-(His, Glu, Pro, Val2, lie, Trp)-Arg 
Ile-Val-Glu-Pro-Ser-Tyr-Val-(Asx2 , Ser, Glx, Gly, Tyr)-Arg 
Val-(Asx2, Ser, Glx, Gly, Tyr)-Arg 
Ile-Ser-Leu-Gly-Lys 
Шу-Туг-АЛа-Cys- (Asn, Pro, Val, Met) -Leu- (His, Ser, Glu) -
Tyr 

Gly-Tyr-Ala-Cys- (Asn, Pro, Val, Met) -Leu 

Thr-Asn-Ser-Phe-Glu-Asp-Phe-Ile-Asn-Arg 

Thr-Asn-Ser-Phe-Glu-Asp-Phe 

Ile-Asn-Arg 

Val-Ile-Trp-Glu-Asn-Pihe-Tyr-Lys-Pro-Leu-Leu-Tyr-Ile-GIy-
Thr-Asp-Ser-Ala-Glu-Glu-Glu-Glu-Ile-Leu-Leu-Glu-Val-Ser-
Leu-Val-Phe-Lys 
Val-Ile-Trp-Glu-Asn-Phe-Tyr 
Lys-Pro-Leu-Leu-Tyr —>- —>- —>- —>-
Ile-Gly-Thr-Asp-Ser-Ala-Glu-Glu-Glu-Glu-Ile-Leu-Leu-Glu-
Val-Ser-Leu-Val-Phe-Lys 

3 
3 
7 
3 
1 
2 
2 
1 

10 
7 

13 
3 
5 

. 3 

8 
8 
5 
3 
4 
5 

21 

9 
3 
8 
7 
3 

12 

'14 

13 
9 

10 

7 

3 

32 
7 
5 

20 
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Окончание таблицы 

2 з 

Т284 Val-Ile-Trp-Glu-Asn-Phe 6 

Т285 Tyr-Lys-Pro-Leu-Leu-Tyr 6 
Т286 Val-Phe-Lys 3 
Т29 He-LyT 2 
ТЗО GIu-Phe-Ala-Pro-Asp-Ala-Pro-Leu-Tyr-Thr-(Pro, Gly, AIa)-

ТУГ 14 
T28Chl Ile-Gly-Thr-Asp-Ser-Ala-Glu-Glu-Glu-Glu-Ile-Leu-Leu-Glu-

Val-Ser-Leu \γ 
T28Ch2 Ile-Gly-Thr-Asp-Ser-Ala-Glu-Glu-Glu-Glu-Ile-Leu-Leu 13 
T28Ch3 ^u-Val -Ser -Leu 4 

И т о г о 383 

полиэдринов, структура которых выяснена нами [2, 3, 6]. Этим и объ-
ясняется низкий выход многих пептидов из растворимой фракции. 

Нерастворимую фракцию Th после расщепления химотрипсином 
разделяли в /в электрофорезом в системе ЭФА [9]. Далее бумажной 
хроматографии в системе БХА [9] подвергали только сильнокислую 
фракцию. Из нее таким способом выделены три пептида — ТнСЫ — 
ТнСЬЗ. 

Фракцию Th разделяли в /в электрофорезом в электролите A [9J 
на пептид Tl9 и смесь пептидов Т28 и Т283. На смеси пептидов было 
проведено две стадии деградации по Эдману. Так как пептид Т283 был 
выделен в индивидуальном виде из пика III после разделения раство-
римых пептидов (см. ниже), то из аминокислотного состава смеси 
Т28 и Т283 можно было легко вычислить аминокислотный состав 
пептида Т28. 

Фракцию растворимых пептидов подвергали гель-фильтрованию 
(рисунок). Получены семь пиков—I—VII . Далее различными комби-
нациями в/в электрофореза и бумажной хроматографии в электролитах 
ЭФА, ЭФБ и системе растворителей БХА [9] выделены следующие пеп-
тиды из материала пиков: II—TlO', Т241; I I I — T l , ТЗ, ТЗ1, ТЗ2, Т9, 
T i l , Т14, T15, T17, Т19, Т20, Т201, Т221, Т23, Т24, Т26, Т27, Т272, Т283, 
Т29, ТЗО; IV —Tl—Т8, ТЗ1, Т81, Т7, Т8, Т12—Т14, Т16, Т162, Т18, Т20, 
Т22, Т222, Т241, Т25, Т261, Т271, Т282, Т285, Т286, Т29; V — Т4, Т17, Т21, 
Т271, Т281, Т284; VI —Т161 , Т18; VII —Т19. Структура или аминокис-
лотный состав выделенных триптических пептидов приведены в табли-
це. В ней также представлены химотриптические пептиды из фракции 
T H . Ч И С Л О проведенных стадий деградации по методу Эдмана указано 
в таблице стрелками. 

Всего выделен 51 пептид, включающий 383 остатка аминокислот. 
48 триптических пептидов насчитывают в сумме 349 остатков. Это не 
менее чем на 103 остатка превышает необходимое их количество для 
полипептидной цепи полиэдрина, если сравнивать эти данные с изве-
стными структурами полиэдринов [2, 3]. Но из 48 пептидов 16 (обозна-
чены индексами) образовались за счет расщепления неспецифических 
для трипсина связей: Tyr-Val/I le/Thr/Asp/Lys, Trp-Ser, Phe-Leu/Ile/Tyr, 
Leu-Val/Gln/X, His-Ala. Мы полагаем, что это происходит в результате 
действия протеазы полиэдров в процессе их растворения при выделении 
полиэдрина. Последнее подтверждается и электрофорезом в полиакри-
ламидном геле препаратов полиэдрина, полученных щелочным и уксус-
нокислотным методами [7]. Очевидно, что протеаза обладает химо-
трипсиноподобной активностью, что было показано нами и другими ав-
торами ранее [6, 19]. Не совсем согласуется с этим предположением 
расщепляемая связь His-Ala. Однако эта связь и связь Gln-His в том 
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же месте подобного пептида расщепляются у полиэдринов ВЯП A. se-
getum [2] и Galleria mellonella [20, 21] соответственно. Возможно, в 
полиэдрах ВЯП присутствует не одна протеаза. По числу и разнообра-
зию расщепляемых связей полиэдрин ВЯП М. neustria ближе к грану-
лину ВГ A. segetum [22], чем к полиэдринам других ВЯП, где гидро-
лиз проходит в основном в 4—б точках ![6, 21]. Мы полагаем, что это 
определяется больше физико-химическими свойствами белка ТВ [21, 
23] , чем особенностями протеаз ТВ. Как было отмечено выше, физико-
химические свойства полиэдрина ВЯП М. neustria более сходны 
с таковыми гранулина ВГ A. segetum в сравнении с другими по-
лиэдринами. 

30 триптических пептидов с уникальными аминокислотными после-
довательностями насчитывают 246 остатков аминокислот и, по-видимо-
му, перекрывают всю полипептидную цепь полиэдрина, так как такое 
же число остатков имеют полиэдрины с ацилированным метионином 
на N-конце [2, 3], который обнаруживается и у полиэдрина ВЯП 
М. neustria [7]. 

Р е з ю м е . Відновлений та карбоксиметильований поліедрин розщепляли трипси-
ном. Із триптичного гідролізату методом гель-фільтрування, високовольтового електро-
форезу і хроматографії на папері виділено 48; пептидів. Визначено їх побудову або 
амінокислотний склад. ЗО пептидів з унікальними амінокислотними послідовностями на-
раховують 246 залишків амінокислот. Обговорюються особливості взаємодії протеази 
поліедрів ВЯП М. neustria з поліедрином. 

S u m m a r у. The polyhedrin of the Μ. neustria nuclear polyhedrosis virus (NPV) 
was reduced and carboxymethylated and subjected to tryptic digestion was separated by 
gel filtration and paper high-voltage electrophoresis and chromatography. 48 peptides we-
re isolated and the structure or amino acid composition of them was determined. 30 pep-
tides have non-overlapping sequences comparising 246 amino acid residues. The peculia-
rities of the interaction of the M. neustria NPV polyhedral protease with the polyhedrin 
of that are discussed. 
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Ю. И. Губский, Е. Л. Левицкий 

МЕХАНИЗМЫ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ 
ФРАКЦИЙ ХРОМАТИНА ПЕЧЕНИ КРЫС 

Показана способность к переокислению липидов, входящих в состав фракций транскрип-
ционно активного и репрессированного хроматина печени интактных крыс. По ряду ха-
рактеристик (отношение к индукторам и ингибиторам, временная кинетика накопления 
конечных продуктов) процессы липопереокисления в хроматине отличаются от таковых, 
происходящих в мембранах эндоплазматического ретикулума печени. Процессы липо-
переокисления более лабильны и протекают с большей интенсивностью в активной 
фракции хроматина, что может иметь решающее значение в механизмах повреждения 
ядерной ДНК. Если аскорбат-зависимое переокисление протекает исключительно с учас-
тием липидов хроматина, то остающаяся после липиднЬй экстракции значительная ин-
тенсивность HАДФH-зависимого переокисления позволяет предположить участие в по-
следнем процессе протяженных молекул нуклеиновых кислот и белков. Перекисное окис-
ление липидов в хроматине рассматривается в качестве одного из ведущих механизмов 
повреждения ядерного генетического аппарата клетки. 

Введение. Входящие в состав хроматина липиды обладают ярко выра-
женной специфичностью состава в интактных клетках и под действием 
повреждающих факторов [1, 2]. Ранее нами показана способность ли-
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