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С помощью флуоресцентной спектроскопии изучен специфический гидролиз рибосомальной РНК
биназой в водных буферных растворах. Для окрашивания РНК использовался акридиновый оран-
жевый. При связывании красителя с РНК вследствие образования устойчивого комплекса интен-
сивность его флуоресценции возрастала вдвое. При гидролизе РНК биназой в течение 1–20 мин
этот комплекс распадался, что сопровождалось почти двукратным снижением флуоресценции.
Степень поляризации флуоресценции красителя при гидролизе снижалась в 5.5 раз. При рН 5.0–6.0
реакция гидролиза проходила медленнее, чем при рН 7.0–8.0, но при этом почти до конца. Гидро-
лиз замедлялся при увеличении ионной силы буфера и подавлялся ионами магния. Изученная ре-
акция может быть в дальнейшем использована в качестве удобного селективного флуориметриче-
ского метода детекции однонитевых рибосомальных РНК и исследования их свойств.
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Измерение концентрации РНК в биологиче-
ских образцах относится к важной прикладной
задаче. Биохимические методы, используемые для
этого, слишком трудоемки. Одним из наиболее
простых и высокочувствительных способов детек-
ции РНК является окрашивание флуоресцентны-
ми красителями. Однако эти красители обычно
флуоресцируют не только при связывании с РНК,
но также с ДНК, белками и липидами. Чтобы сде-
лать метод селективным по отношению к РНК,
можно использовать специфический гидролиз с
помощью рибонуклеазы.

Рибонуклеазы (РНКазы) представляют собой
ферменты, которые разрушают РНК и тем самым
обеспечивают внутриклеточный баланс между
синтезом и гидролизом их различных видов [1].
Биназа – катионная гуанил-специфичная РНКа-
за, секретируется Bacillus pumilis (B. intermedius) [2].
Она обладает цитотоксичностью и способностью
вызывать селективный апоптоз раковых клеток [3,
4] и вируса пандемического гриппа A (H1N1) [5].
В структуре биназы присутствуют 3 альфа-спира-
ли и 2 бета-складки [6]. Она представляет собой
эндонуклеазу, которая расщепляет фосфоди-
эфирную связь между 3'-гуаниновым остатком и
5'OH-остатком соседнего нуклеотида с образова-
нием промежуточного соединения – 2',3'c-GMP.
Последующий гидролиз 2',3'c-GMP до 3'-фосфа-

та является высокоспецифичным, но протекает
медленно, и 2',3'c-GMP обнаруживается в реак-
ционной смеси в течение 1 ч [7]. Один из катали-
тических остатков – His101 – локализуется на по-
движной петле, а другой – Glu72 – находится в
бета-структуре белка. Остатки Phe55 и Tyr102 яв-
ляются частью субстрат-связывающего участка.
По этому участку связываются гуаниновые осно-
вания [8]. Каталитическая активность биназы по
отношению к синтетическим полинуклеотидам и
высокополимерной дрожжевой РНК была охарак-
теризована ранее стандартными методами [9, 10].

Кинетические исследования функционирова-
ния РНКаз при различных условиях являются од-
ним из наиболее важных инструментов для пони-
мания их взаимодействия с РНК. Для биназы и ее
гомолога барназы было показано, что ферменты
стабильны в широком диапазоне рН от 3 до 10 с
оптимумом при рН 8.5 и им для проявления актив-
ности не требуются ионы металлов [11]. Биназа в
растворе способна образовывать димеры, что не-
обходимо для эффективного гидролиза РНК [12].

При решении прикладных задач можно опре-
делять содержание РНК в различных биологиче-
ских образцах, окрашивая ее флуоресцентным
красителем и используя биназу в качестве специ-
фического сенсора. Ранее краситель акридиновый

УДК 577.352+577.15



466

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 55  № 5  2019

ДОЙНИКОВА, ВЕКШИН

оранжевый (АО) применяли при изучении клеточ-
ного цикла, структуры нуклеиновых кислот (НК) и
апоптоза [13], а также злокачественного роста кле-
ток in vivo и in vitro [14].

Цель работы – флуоресцентное определение
гидролиза однонитевой рибосомальной РНК би-
назой при разных условиях in vitro с помощью
красителя АО, связанного с РНК.

МЕТОДИКА

В работе использована биназа – гуанил-специ-
фичная РНКаза B. pumilis дикого типа (КФ 3.1.27.3,
молекулярная масса 12.3 кДа, 109 аминокислотых
остатков, pI 9.5, (“Биохимический завод”, Лат-
вия), которая была очищена и проверена на отсут-
ствие ДНКаз, высокомолекулярная дрожжевая
однонитевая рРНК (“Serva”, США), фрагменти-
рованная лососевая ДНК (х. ч.) и акридиновый
оранжевый (чда, “Диаэм”, Россия).

Использовали 0.05 М трис-HCl-буфер, рН 7.0,
содержащий 0.1 М NaCl и 0.05 M NaAc, (буфер-1)
и 0.05 М трис-фосфат-буфер, рН 7.0 (буфер-2).

Раствор АО смешивали с одним из буферов
при различных температурах и рН в конечной
концентрации 5 мкМ. В используемой концен-
трации АО не связывался с биназой и не подавлял
ее активность по отношению к РНК. Конечная
концентрация биназы была 20 мкг/мл, РНК по
нуклеотидам – 260 мкМ.

Концентрацию АО и РНК определяли на
спектрофотометре 5400УФ (“ПромЭкоЛаб.”,
Россия) при 490 и 260 нм соответственно, а бина-
зы – при 280 нм. Образование комплекса РНК с
АО и последующий гидролиз биназой измеряли по
спектрам излучения АО в диапазоне 500–700 нм
или в зависимости от условий по интенсивности
в максимуме спектра (528–531 нм) на спектро-
флуориметре Cary (“Cary”, США) при λ возбуж-
дения 490 нм. Реакцию гидролиза РНК детекти-
ровали также по уменьшению степени поляриза-
ции флуоресценции АО.

Растворы РНК смешивали с раствором АО и
добавляли биназу после связывания РНК с кра-
сителем. Смесь инкубировали необходимое вре-
мя в фиксированных условиях при определенной
температуре. Затем пробы охлаждали до комнат-
ной температуры и проводили измерения в стек-
лянных кюветах (1 см) на спектрофлуориметре
Cary (спектров и кинетики интенсивности флуо-
ресценции) или SLM-4800 (поляризованной флу-
оресценции с применением поляризационных
призм Глан-Томсона).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В рибосомальной РНК модифицированы око-

ло 70% нуклеотидов, в частности, они метилирова-
ны, содержат СН3-группу во втором положении
рибозы, а также в азотистых основаниях, поэтому
образуют шпильки, а 30% нуклеотидов – собой
мало упорядоченные нитевидные участки. При
взаимодействии с однонитевыми, шпилечными и
двунитевыми НК мономеры АО флуоресцируют
зеленым светом, а димеры АО – красным [15]. В
данной работе при нейтральных значениях рН ~ 7
наблюдалась наибольшая интенсивность зеленой
флуоресценции АО в комплексе c однонитевой
рибосомальной РНК (при 20°С) с максимумом
спектра при 529 нм (рис. 1).

Поскольку спектры АО с РНК и без РНК по
форме и положению оказались довольно близки
(рис. 2), то это свидетельствовало о том, что кра-
ситель встраивался не столько между плоскостя-
ми нуклеотидов, сколько в полярных (фосфат-
ных) областях макромолекулы РНК, в которых
контактировал с водной фазой. При низком соот-
ношении краситель/нуклеотиды ~1/50 АО не об-
разовывал димеров (флуоресцирующих в красной
области), а комплекс с рибосомальной РНК, по-
этому наблюдалась только зеленая мономерная
флуоресценция. Это свидетельствовало о том, что
в растворе длинная РНК в некоторых местах
складывалась, образуя двунитевые области, в ко-
торые встраивался краситель. При этом спектр
АО в комплексе с РНК имел меньшую полушири-
ну, чем с фрагментированной ДНК (рис. 2).

После внесения биназы в раствор АО с рРНК на-
блюдали постепенный гидролиз РНК (рис. 1 и 3).
Увеличение температуры обычно приводит к рез-

Рис. 1. Спектры флуоресценции в буфере 1 при рН 7.0
и 20°C АО (1), комплекса АО с РНК (2) и АО после
гидролиза РНК биназой в течение 20 мин (3).
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кому увеличению скорости реакций. Но в случае
гидролиза биназой повышение температуры до 37
или 56°С вызывало лишь небольшое ускорение
гидролиза. При отсутствии нагревания гидролиз
протекал немного медленней, а интенсивность
флуоресценции АО не возвращалась полностью
до исходного уровня контроля (АО в буфере 1 без
РНК). При более высоких температурах (37 и
56°С) реакция осуществлялась быстрее, чем при
20°С (рис. 3). Она завершалась через 5 мин и про-
ходила полностью, поскольку интенсивность
флуоресценции комплекса АО и рРНК падала до
начального уровня (данные получены в режиме
“кинетика”). Разница в начальных интенсивно-
стях была связана с разной температурой, влияю-
щей на квантовый выход флуоресценции краси-
теля и его связывание. В случае гидролиза при
комнатной температуре для гидролиза требова-
лось в несколько раз больше времени, примерно
15 мин (табл. 1, рис. 1 – спектры флуоресценции
АО и рРНК при 20°С). Это свидетельствовало о
том, что заключительная стадия реакции гидролиза
РНК оказалась лимитирующей и слабо зависела от
температуры. Известно, что малая зависимость от
температуры характерна для мономолекулярных
ферментативных реакций с энергией активации,
близкой к нулю (в том числе реакций гидролиза с
участием РНКаз). Поскольку реакция гидролиза
РНК биназой осуществляется только в сформиро-
вавшихся комплексах, а не при столкновениях, то
она не слишком сильно зависит от температуры.

Можно предположить, что различия интенсив-
ности флуоресценции АО и рРНК при комнатной

температуре и при нагревании, обусловлены тем,
что красителю при нагревании рРНК, имеющей
температуру плавления выше 56°С (присутствие
соли в буфере увеличивает ее), сложнее интерка-
лировать в нее, так как она при нагреве сильно
расплетается.

После нагревания биназы в течение 20 мин при
37°С исчезала тирозиновая полоса (при 310 нм)
флуоресценции фермента. И при нагревании до
56°С тирозиновая флуоресценция также практи-
чески отсутствовала. Небольшое ~15% снижение
триптофановой флуоресценции при 350 нм на-
блюдали лишь при нагревании фермента при 56°С
в течение 2 ч (рис. 4). При этом также исчезала ти-
розиновая компонента, обычно появляющаяся
при денатурации белков в районе 310 нм [17]. Это
свидетельствовало об очень высокой устойчиво-
сти бактериальной рибонуклеазы к нагреванию.
Даже при кипячении в течение 15 мин при 90°С
ферментативная активность биназы сохранялась.
Таким образом, фермент оказался очень устой-
чив к температуре, он легко ренатурировал и не
терял активности при нагревании.

При изучении влияния рН на скорость гидроли-
за комплекса АО с рРНК наибольшую интенсив-
ность флуоресценции наблюдали при рН 7.0–8.0.
Вследствие гидролиза биназой флуоресценция
падала почти в 2 раза в течение 5 мин. Изменение
интенсивности флуоресценции комплекса АО и
рРНК при гидролизе через различные промежут-
ки времени (данные получены по точкам) показа-
но на рис. 5. При рН 5.0 интенсивность флуорес-
ценции комплекса АО с РНК оказалась в 1.5 раза

Рис. 2. Нормированные в максимуме спектры флуо-
ресценции АО в водной фазе (1), АО с РНК (2) и
фрагментированной ДНК (3); нормирование прово-
дили умножением двух спектров на два коэффициен-
та, делающих одинаковой интенсивность всех трех
спектров в максимуме.
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Рис. 3. Интенсивность флуоресценции (о.е.) комплек-
са АО с РНК после инкубации с биназой при 20 (1),
37 (2) и 56°С (3).
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ниже, чем при рН 7.0–8.0, несмотря на то, что оп-
тимум рН действия биназы равен 8.5. Таким об-
разом, при рН 5.0 или 6.0 наблюдалось более пол-
ное возвращение интенсивности флуоресценции
АО до уровня контроля (в течение 5 мин), то есть
гидролиз осуществлялся до конца, и, возможно,
происходил частичный кислотный гидролиз оли-
гонуклеотидов. При значениях рН 7.0–8.0 реак-
ция гидролиза проходила тоже в течение 5 мин,
но не до конца (рис. 5), то есть часть макромоле-

кул РНК оставалась не расщепленной до корот-
ких олигонуклеотидов.

При большой ионной силе (при добавлении
0.4 М NaCl в буфер 1 или буфер 2) интенсивность
флуоресценции АО уменьшалась по сравнению с
обычными условиями. Как в буфере 1, так и 2 на-
блюдали схожую картину кинетики гидролиза
РНК ферментом. Однако скорость гидролиза при
существенном увеличении ионной силы буфера
была гораздо меньше. Чтобы проверить влияние
буфера 1 на образование комплекса АО с РНК
(вследствие присутствия хлорида натрия и ацетата
натрия) был использован буфер 2, который ранее
применяли другие исследователи биназы [2–5].
Значения интенсивности флуоресценции и ско-
рости гидролиза РНК не изменились (табл. 1,
рис. 5). Для оценки влияния ионов магния и ион-
ной силы добавляли MgCl2 (конечная концентра-
ция 3 мМ) и NaCl (конечная концентрация 0.4 М).
При этом уменьшалась интенсивность флуорес-
ценции по сравнению с нормальными условиями
(рис. 1). Выбранные соли были взяты в указанных
концентрациях, поскольку эти ионы присутству-
ют в клетке именно в таких количествах. Схожую
картину кинетики гидролиза наблюдали, как в
буфере 1, так и 2, поэтому в дальнейшем исполь-
зовали буфер 1.

В рибосомах РНК существует в комплексе с
ионами магния, компенсирующими ее отрицатель-
ный заряд. В данной работе при рН 8.0 добавление
100 мкМ MgCl2 к раствору РНК существенно
уменьшало флуоресценцию АО (рис. 6). Гидролиз
РНК биназой в присутствии магния протекал за-
метно медленнее. Это свидетельствовало о том,
что отрицательные заряды фосфатных групп РНК
играли важную роль в формировании комплексов
с биназой, а магний мешал комплексооброазова-

Рис. 4. Спектры флуоресценции исходной биназы (1)
и после нагревания при 56°С в течение 20 (2) и
120 мин (3).
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Таблица 1. Интенсивность флуоресценции АО до и после образования комплекса с РНК в буфере-1 при различ-
ных условиях

Показатель Интенсивность флуоресценции + биназа

Температура
(рН 7.0) АО АО + НК 5 мин 15 мин 25 мин

РНК
20°С 150 ± 1 337 ± 1.1 192 ± 2.1 174 ± 1.3
37°С 135 ± 1.3 281 ± 1.3 149 ± 1.3 142 ± 1.2
56°С 130 ± 0.8 307 ± 0.9 144 ± 0.9 146 ± 0.5
рН (при 20°С)
рН 5.0 150 ± 0.7 196 ± 1.9 122 ± 1.6 123 ± 1.5
рН 6.0 140 ± 1.2 272 ± 1.9 159 ± 1.8 148 ± 1.8
рН 7.0 150 ± 1.5 336 ± 2.5 188 ± 0.9 180 ± 1.2
рН 8.0 135 ± 0.9 319 ± 2.3 184 ± 0.2 168 ± 0.9
Ионы (при рН 8.0, 20°C)
100 мкМ MgCl2 126 ± 2 179 ± 1.9 155 ± 1.3 141 ± 1.6 137 ± 1.3
400 мМ NaCl 109 ± 1.5 229 ± 2.6 181 ± 2 154 ± 2.1 146 ± 1.8
Трис (буфер 2) 120 ± 1 224 ± 1.6 141 ± 1.4 130 ± 1.4
ДНК (контроль) 121 ± 1.2 178 ± 1.8 179 ± 2 179 ± 1.9 179 ± 1.5
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нию. Необходимо заметить, что сначала проверя-
ли устойчивость комплекса АО и РНК в присут-
ствии ионов (плато на рис. 6) и только потом до-
бавляли биназу.

Для дифференциальной идентификации ДНК
и РНК используют метахроматические свойства
АО [13–15]. Подобранные в работе условия спе-
цифичны для определения длинной однонитевой
рибосомальной РНК, образующей в растворе
двунитевые участки. Влияние ионной силы, при-
сутствия катионов двухвалентных металлов и рН
на разные РНК и ДНК может различаться [16].

Для проверки специфичности биназы в каче-
стве контроля использовали фрагментированную
лососевую ДНК, для которой также известно об-
разование комплекса с АО. Наблюдалось образо-
вание комплекса АО с ДНК при рН 8.0 и 20°С
(рис. 2). Однако флуоресценция оказалась мень-
ше, чем в случае комплекса с РНК (рис. 5). И, что
самое важное, не происходило гидролиза ДНК
биназой (рис. 6). Таким образом, показана высо-
кая специфичность метода, а также исключена
возможность “спонтанного” гидролиза РНК в от-
сутствие биназы, в том числе вследствие случай-
ного попадания РНКаз извне.

Был также использован метод поляризацион-
ной флуориметрии, в котором использовали дли-
ну волны возбуждения не в максимуме поглоще-
ния при 490 нм, а в длинноволновой области при
510 нм, чтобы степень поляризации (Р) была как
можно выше [17] (концентрации веществ не из-
меняли). При связывании АО с РНК наблюдали
увеличение Р в 6 раз, что вызвано перераспреде-
лением свободно вращающейся в воде молекулы
красителя в вязкую макромолекулу РНК. После-
дующее добавление биназы снижало поляриза-
цию в 5.5 раз (рис. 7) почти до исходного уровня
(АО без РНК), что свидетельствовало о практиче-
ски полном гидролизе РНК. Свободный АО в
растворе имеет практически нулевую Р из-за сво-
его быстрого вращения, а в комплексе с “вязкой”
макромолекулой РНК – высокую. Как видно из
сравнения поляризационной кинетики (рис. 7) и
кинетики интенсивности (рис. 3–5), первая из них
позволяла проследить процесс гидролиза РНК до

Рис. 5. Зависимость интенсивности флуоресцен-
ции (о.е.) комплекса АО с РНК, измеренной “по точ-
кам” через 0, 5, 10, 15 и 20 мин при рН 8.0 (1), 7 (2),
6 (3) и 5 (4).
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Рис. 6. Кинетика гидролиза РНК биназой, детектиру-
емая в буфере-1 при рН 8.0 и 20°C по флуоресценции
АО (1) и в присутствии 100 мкМ хлорида магния (2)
или 0.4 М хлорида натрия (3), а также отсутствие гид-
ролиза фрагментированной ДНК биназой (4).
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Рис. 7. Падение степени поляризации флуоресцен-
ции АО в течение гидролиза РНК биназой при
рН 7.0 и 20°C; длина волны возбуждения 510 нм, из-
лучения – 540 нм, щели монохроматоров 8.
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его полного завершения, в то время как кинетика
интенсивности информировала о начальных ста-
диях гидролиза.

Хотя разработанный в данной работе флуорес-
центный метод менее чувствителен, чем метод
двухфотонной корреляционной спектроскопии
НК, меченных ковалентно двумя флуорофорами
[18], он имеет ряд важных преимуществ: 1) нет не-
обходимости в трудоемкой процедуре ковалент-
ного мечения РНК или ДНК красителями, 2) не
требуется использования корреляционного мик-
роскопа и сложной техники двухфотонной спек-
троскопии и 3) метод можно использовать не
только in vitro, но также in vivo для изучения жи-
вых клеток и клеточных органелл (это будет опи-
сано в отдельной работе).

Таким образом, в настоящей работе предло-
жен метод определения РНК с помощью флуо-
ресцентной и поляризационной спектроскопии с
использованием АО и селективного “сенсора” –
биназы. Данный метод будет в дальнейшем апро-
бирован в качестве доступной альтернативы для
определения рибосомальной РНК в биологиче-
ских образцах.
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Detection of Hydrolysis of RNA by Binase Using Acridine Orange Fluorescence
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Fluorescence spectroscopy was used to study the hydrolysis by binase of single-stranded ribosomal RNA in
aqueous buffer solutions. To color RNA, acridine orange (AO) was used. When binding AO to RNA, a stable
complex was formed. Then, RNA was subjected to cleavage with binase for 1–20 min. The intensity of f luo-
rescence when AO bound to RNA was doubled (at pH 6–8 and temperatures of 20–56°C) and was decreased
by about half due to hydrolysis of RNA when binase was added. The degree of polarized fluorescence of AO
during hydrolysis fell by 5.5 times. At pH 5–6, the hydrolysis reaction passed more slowly than at pH 7–8,
but until the end. Hydrolysis decreased with ionic strength of the buffer and was suppressed by magnesium
ions. The studied reaction can be used as a convenient selective f luorimetric method for detection the ribo-
somal RNA and for study its properties.

Keywords: acridine orange, ribonuclease, binase, single-stranded RNA, hydrolysis of RNA, fluorescence
spectroscopy
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