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Цель работы – изучить влияние ферментов на адсорбированный на твердую подлож-
ку биополимер на примере модельной системы, где в качестве биополимера использу-
ются различные типы ДНК, а в качестве ферментов – ДНКаза и рестриктаза.

Контроль и измерения 

Особенность задачи состоит 
в том, что молекулы ДНК, при-
крепленные к поверхности за 
счет физической адсорбции, не 
могут находиться в объеме в 
свободном состоянии (рис.1).

 В исследовании использо-
вались два типа ДНК: коммер-
ческая  – pBR322 и лямбда-ДНК 
компании Fermentas. Их нане-
сение на слюду производилось 
стандартным способом из рас-
твора ДНК, содержащего одно- 
и двухвалентные катионы, пос-
ле чего образец промывался в 
течение длительного времени в 
дистиллированной воде [1].

АСМ-изображение моле-
кул ДНК pBR322 приведено на 
рис.2а. Средняя длина молеку-
лы по данным АСМ – 1270 нм. 

Обработка поверхности слю-
ды с адсорбированной ДНК 
проводилась нанесением рас-
твора ДНКазы [2] на подлож-
ку и его экспонированием в 
течение нескольких минут. За-
тем поверхность промывалась 
дистиллированной водой и вы-
сушивалась. После такой об-
работки на АСМ-изображени-
ях молекулы ДНК не наблюда-
ются (рис.2б). Вместо этого по-
верхность равномерно покры-
та большим количеством отно-
сительно небольших (2–3 нм) 
частиц, которые, вероятно, яв-
ляются результатом взаимо-
действия ДНК с ДНКазой. Та-
ким образом, можно предпо-
ложить, что адсорбированные 
на поверхность слюды молеку-

лы ДНК легко доступны для  
ДНКазы.

АСМ-изображение лямбда-
ДНК приведено на рис.3а. Это 
длинные кольцевые молекулы, 
контурная длина которых пре-
вышает 15 мкм. Обработка по-
верхности слюды с адсорбиро-
ванной ДНК проводилась на-
несением на подложку раство-
ра рестриктазы [3] в рестрикта-
зном буфере и его экспониро-
ванием в течение 20 мин. 

После этого поверхность 
промывалась дистиллирован-
ной водой и высушивалась.  
В результате такой обработки 
поверхности на АСМ-изобра-
жении большинство молекул 
ДНК оказываются порезанны-
ми, причем в ряде случаев мес-
та разреза хорошо наблюда-
ются как прерывание конту-
ра адсорбированной молеку-
лы (рис.3б).
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Рис.1. �АСМ-изобра жение 
ДНК на слюде
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Рис.2. �АСМ-изображение ДНК pBR322, нанесенной на слю-
ду (а), обработка этой поверхности ДНКазой (б)
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В спецификации рестриктаз 
того или иного типа, предна-
значенных для работы с опре-
деленным типом ДНК, указа-
но, на какие фрагменты дан-
ный фермент разрежет ДНК 
[4]. В результате измерения 
длины фрагментов ДНК пос-
ле рестриктазной обработки 

обнаружено хорошее совпаде-
ние длин с данными, предо-
ставленными производителем. 
Среднее отклонение от длин, 
известных по данным элект-
рофореза, составило 6%. При 
этом на поверхности встреча-
лись как длинные фрагмен-
ты (более 1500 нм), так и ко-

роткие (50 нм). Это позволило 
предположить, что рестрикта-
за взаимодействует с адсорби-
рованной на твердую подлож-
ку ДНК так же, как в объеме 
буферного раствора. 

Таким образом, на приме-
ре двух модельных систем про-
демонстрировано, что влияние 
ферментов на адсорбирован-
ный на твердую подложку био-
полимер может быть идентич-
но их влиянию в объеме буфер-
ного раствора.
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Рис.3. �АСМ-изображение лямбда-ДНК, нанесенной на слю-
ду (а), результат обработки поверхности рестриктазой (б)
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