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При исследовании каталитических функций пластид было высказано 
предположение С,2), что исключительное богатство этих структурных 
образований ферментами объясняется не только их способностью связы­
вать ферменты, но и тем, что в пластидах происходит синтез каталити­
ческих белков. В связи с этим возникает необходимость изучения при­
роды белков пластид. Это тем более существенно, что каталитическая 
функция пластид прежде всего определяется природой самих белков.

Многочисленные попытки исследователей выделить индивидуальные 
белки из пластид сталкивались с серьезными затруднениями и не увен­
чались успехом (3,1). Неудачи, повидимому, обусловливаются сложно­
стью структуры протеидного комплекса пластид. Сильные воздействия, 
применявшиеся для разрушения этих комплексов, вряд ли могли приве­
сти к получению неизмененных белковых соединений (5). Извлечение 
щелочью, применявшееся большинством исследователей, должно было 
неизбежно привести к получению неоднородной смеси белков (б-9). Уже 
после окончания экспериментальной части настоящей работы было опуб­
ликовано сообщение о выделении из хлоропластов клевера кристалли­
ческого хлорофилл-липопротеидного комплекса (10). Автор применил из­
влечение а-пиколином и последующее осаждение диоксаном, что позво­
лило удалить из комплекса • каротиноиды. Кристаллический препарат 
содержал лишь 8,48% азота на сухой вес, 38,8% липоидов и 3,39% золы.

Все перечисленные работы касаются выделения белков из хлоропла­
стов. Попытки выделения однородных белковых веществ из лейкопластов 
не предпринимались.

Ранее нами были получены препараты белка из лейкопластов сахар­
ной свеклы извлечением 0,3% спиртовой щелочью. Препараты содержа­
ли 16,67% азота и 20 аминокислот, характерных для белков (и). Как 
нами уже отмечалось, эти препараты белков не могли претендовать на 
однородность. Однако, в связи с исследованием самой каталитической 
функции пластид, возникает необходимость изучения свойств индивиду­
альных белковых соединений и, следовательно, их фракционированное 
выделение из пластид.

В настоящей работе из лейкопластов сахарной свеклы было выделено 
индивидуальное белковое соединение. Белки извлекались из лейкопла­
стов этиловым спиртом после предварительной обработки суспензии пла­
стид соляной кислотой. Возможность извлечения белка из пластид спир­
том лишь после предварительной их обработки соляной кислотой позво­
ляет высказать предположение, что воздействие кислоты направлено на 
нарушение связи белка с другими веществами пластид.

Как показало электрофоретическое исследование, проведенное мето­
дом подвижной границы Тизелиуса, в спиртовую вытяжку переходило 
по крайней мере три различных белка (12). Изменяя pH раствора, нам
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Таблица 1

Извлечение белка из пластид спиртом различной кон­
центрации. (Содержание белка дано в % от первоначального его коли­

чества в лейкопластах).

Условия опытов

В спиртовой вытяжке

серия опытов

Концентрация спирта 
в %.......................

Количество белка в %: 
после предваритель­

ной обработки НС1 
без предварительной 

обработки НС1 . .

60 77 70 78

100 6,6 50,0 30,2 30,2

70 77 90

50,6 48,0 5,7
8,5 7,8

1

Рис. 1. Опыт — белок. 1—аспарагиновая кислота, 2 — 
глютаминовая кислота, 3—серин, 4— гликоколл, 5 — 
треонин, б—аланин, 7 —валин, 8 — лейцины, 9— фе­
нилаланин, 10 — тирозин, 11 — пролин, 12 — лизин, 13 — 
аргинин, 14 — у-аминомасляная кислота, 15— гистидин, 

16—метионин сульфон, 17—цистеиновая кислота

удалось выделить пре­
парат, электрофорети­
ческое исследование 
которого показало, что 
он представляет собой 
индивидуальный белок. 
Подвижность его в 
электрическом поле 
совпадала с подвижно­
стью одного из трех 
белковых компонентов 
спиртовой вытяжки. 
Препарат содержал 
12,7% азота и фосфор. 
Для белка характерна 
легкая растворимость в 
70—80% спирте при pH 
2,5—3 и в 0,2—0,3% 
водной щелочи. Белок 
выпадал ив спиртовых 
растворов при изоэлек­
трической точке, кото­
рая, очевидно, лежит 
в пределах pH 5—6. 
Препарат не раство­
рялся в воде и в раст­
ворах нейтральных со­
лей и осаждался 3% 
раствором трихлорук­
сусной кислоты.

Осадок давал би- 
уретову реакцию.

В гидролизате пре­
парата обнаружено 
17 аминокислот (см. 
рис. 1): аспарагиновая, 
глютаминовая кислоты,
гликоколл, аланин, ва­

лин, лейцины, серин, треонин, тирозин, фенилаланин, пролин, гистадин, 
лизин, аргинин, пятно на месте Y-аминомасляной кислоты, цистин и ме­
тионин.
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Экспериментальная часть

Пластиды получались из корней сахарной свеклы сорта Верхнячка 
на суперцентрифуге Шарплесса при 30 000—31 000 об/мин. описанным 
ранее способом (13, 14). К мезге добавлялся 0,6 М раствор глюкозы, что 
соответствовало концентрации сахарозы в соке свеклы. Осажденные на
роторе пластиды промывались для удаления следов .цитоплазматических 
белков раствором глюкозы. Пластидный материал из различных образ­
цов свеклы содержал 2,4—2,8% белкового азота, что составляет 15,0—
17,3% белка на сухой 
вес. Определение про­
изводилось как по ме­
тоду Войта (15), так и 
осаждением 2 и 4% 
трихлоруксусной кисло­
той и последующим 
сжиганием по микро- 
кьельдалю.

Для выделения бел­
ка пластидный матери­
ал тщательно расти­
рался в небольшом 
количестве дестиллиро- 
ванной воды. pH вод­
ной суспензии доводи­
лось соляной кислотой 
до 2,5—3. к растертой 
массе добавлялся спирт 
с таким расчетом, что­
бы его концентрация 
достигала 75—78%. Без 
предварительной обра­
ботки соляной кислотой 
белок из пластид прак­
тически не извлекался 
(табл. 1).

Концентрация спир­
та была избрана на ос­
новании опытов, ре­
зультаты которых пред­
ставлены в табл 1.

Белок извлекался Рис. 2. Контроль. Обозначения те же, что на рис. 1

ф
ен

ол

при перемешивании и
охлаждении в течение 3—4 час. и затем раствор отделялся от пластид 
центрифугированием. Извлечение повторялось 3—4 раза. Спирт отго­
нялся в вакууме при температуре бани 30—35°. Остаток многократно 
промывался водой до исчезновения реакции с а-нафтолом, растворялся 
в кислом 75—78% спирту (pH 2,5—3) и осаждался добавлением спир­
товой щелочи при pH 5—6. При этом перерастворении удалялось зна­
чительное количество веществ, очевидно, липоидного характера. Затем 
препарат сушился 96% и абсолютным спиртом, эфиром и в вакуум- 
эксикаторе.

Препараты представляли собой легкий, слегка пигментированный 
порошок. Они содержали 12,61 и 12,72% азота (определение азота про­
изводилось по микро-кьельдалю). В препаратах определялось также со­
держание белка по биуретовой реакции в осадке от трихлоруксусной 
кислоты в фотоэлектроколориметре (16). Количество белка составляло 
84,8—86,3% от сухого веса. Препарат содержал фосфор. Он очень лег-
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ко растворялся в кислом 75—78% спирту и в 0,2—0,3% водной щело­
чи. Не растворялся в воде и в растворах нейтральных солей.

Гидролиз препарата производился 6 N соляной кислотой. Гидролизат 
после соответствующей обработки (п) исследовался методом распреде­
лительной хроматографии на бумаге на присутствие аминокислот. Пер­
вым растворителем был фенол, насыщенный водой, вторым — смесь кол­
лидина и а-пиколина, также насыщенная водой. Для обнаружения пя­
тен аминокислот применялся раствор нингидрина в н-бутиловом спирту.

В составе препарата было обнаружено 15 аминокислот. После обра­
ботки гидролизата перекисью водорода на холоду (н) проявлялось еще 
два пятна, соответствующие производным цистина и метионина, а именно 
цистеиновой кислоте и метионинсульфону. Фотографии хроматограмм 
опыта и контроля, состоящего из смеси аминокислот, представлены на 
рис. 1 и 2. Аминокислоты, пятна которых были слдбо выражены на хро­
матограмме из-за низкой концентрации, а также пятно пролина для 
большей четкости обведены контуром. Пятна цистеиновой кислоты и 
метионин сульфона, полученные в другом опыте, обозначены для удоб­
ства на общей хроматограмме в виде кружков, обведенных пунктиром.

Таким образом, из лейкопластов корней сахарной свеклы нами выде­
лен белок.

Белковая природа веществ доказана его аминокислотным составом, 
значительным содержанием азота, растворимостью и реакциями на 
белки. При электрофорезе в спиртовогликоловом буфере (pH 3,3 
и концентрации спирта 75%) белок оказался однокомпонентным. При­
сутствие фосфора в белковом соединении указывает на его протеидную 
природу.

Поступило 
31 VII 1952
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