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Загальні теоретичні положення 

Вступ 

Нуклеїнові кислоти – це складні полімери, мономерами яких виступають 

нуклеотиди, поєднані між собою фосфодиефірним зв’язком. Завдяки своїй 

особливій інформаційній ролі у клітині, нуклеїнові кислоти володіють низкою 

унікальних ознак, не властивих іншим біомолекулам: 

1. Можуть слугувати матрицею для синтезу (транскрипція, трансляція), 

2. Піддаються репарації, 

3. Мають складні мономери (нуклеотид = азотиста основа + цукор + 

фосфорна кислота), 

4. Серед них зустрічаються найбільші молекули (ДНК однієї хромосоми) і 

комплекси (хроматин) у клітині. 

В залежності від виду цукру у складі нуклеотидів (рибоза або дезоксирибоза) 

розрізняють дезоксирибо- і рибонуклеїнові кислоти. Дезоксирибоза в ДНК 

відрізняється від рибози в РНК відсутністю кисню у 2’-положенні цукру. 

Нуклеотиди і первинна структура нуклеїнових кислот 

Нуклеотиди є фосфорильованими похідними нуклеозидів. Нуклеозиди – це 

двокомпонентні сполуки, що складаються з пентози, поєднаної β-N-глікозидним 

зв’язком з атомом азоту у положеннях 9 пуринів або 1 піримідинів через власний 

напівацетальний гідроксил (1’-положення). Фосфорильованими у складі нуклеотиду 

можуть бути гідроксили у положеннях 2, 3, і 5 для рибонуклеозидфосфатів та 3 і 5 

для дезоксирибонуклеозидфосфатів. До кожного з положень теоретично можливим 

є послідовне приєднання до трьох фосфатів, зв’язки між якими мають 

фосфоангідридну природу, хоча у живій природі, як правило, тричі 

фосфорильованим є лише 5-те положення пентози. Не виключеним є також 

утворення циклічних внутрішніх ефірів, як у випадку вторинних месенджерів – 

циклічних аденозин – 3’-5’ – монофосфату (цАМФ) та гуанозин – 3’-5’ – 

монофосфату (цГМФ). 

У складі ДНК міститься чотири типи основ. Аденін (6-амінопурин, А) та 

гуанін (2-аміно-6-оксипурин, G) є похідними пуринового ядра – сполуки, що 

складається з кілець піримідину та імідазолу, і містить 4 атоми азоту. Цитозин (2-

окси-4-амінопіримідин, С) та тимін (2,4-диокси-5-метилпіримідин, Т) є прикладами 

похідних піримідинів з двома атомами азоту у гетероциклі. В ДНК внаслідок 

дезамінування аденіну та в тРНК виявляється гіпоксантин (6-оксипурин). В РНК 

також 4 основи, але замість тиміну присутній урацил (2,4-диоксипіримідин, U).  

Вільні пуринові та піримідинові основи через присутність атомів азоту у 

циклах мають слабкі основні властивості. Обидва види основ є резонансними 

молекулами з кон’югованими зв’язками. Явище резонансу між атомами кілець основ 
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надає зв’язкам характеру частково подвійних, призводить до перерозподілу 

електронної щільності, а також обумовлює фізико-хімічні властивості.  

Вільні основи обох типів можуть існувати у різних таутомерних формах в 

залежності від рН. Так, урацил або тимін можуть бути у формі лактаму (дикето-), 

лактиму (дигідрокси-) та лактам-лактиму (кето- та гідрокси-). Також існують форми 

амінні та імінні (наприклад, для аденіну, гуаніну або цитозину).  

За нейтрального рН основи є гідрофобними та практично не розчиняються у 

воді. За кислого або лужного рН азотисті основи отримують заряд, тому їхня 

розчинність у воді зростає. Саме гідрофобна природа основ дозволяє їм вступати 

між собою у ван-дер-ваальсові, диполь-дипольні та стекінг-взаємодії. Такі види 

взаємодій забезпечують мінімізацію контакту основ з водою. Найбільш важливими 

функціональними групами основ є атоми азоту кілець, карбонільні групи та 

екзоциклічні аміногрупи. Вони забезпечують утворення водневих зв’язків між 

основами за принципом комплементарності.  

Назви нуклеозидів походять від відповідних основ: аденін – 

аденозин/дезоксиаденозин, гуанін – гуанозин/дезоксигуанозин, цитозин – 

цитидин/дезоксицитидин, тимін – тимідин/дезокситимідин, урацил – 

уридин/дезоксиуридин. Оскільки тимін практично не зустрічається у складі РНК, 

назва дезокситимідин не використовується. Нуклеозид на основі гіпоксантину 

називається інозином. Важливим є також спосіб нумерації атомів в молекулі 

нуклеозиду. Атоми в складі основ позначаються арабськими цифрами, в той час як 

атоми цукру – цифрами з штрихом.  

У природних нуклеозидах і нуклеотидах глікозидний зв’язок знаходиться 

тільки у β-конфігурації, тобто основа розміщена над площиною цукру з боку 

розташування 5’-замісника у нуклеотиді. Інші з положень цукру (якщо дивитися на 

площину з гетероциклічним киснем на задньому плані) розміщуються так, що 

гідроксил у положенні 3’ знаходиться знизу площини, а гідроксиметил у положенні 

4’ знаходиться зверху площини кільця. У лабораторії можливий хімічний синтез 

нуклеозидів та олігонуклеозидів, в яких основа буде знизу площини цукру. Такі 

конструкти є більш резистентними до дії нуклеаз і, таким чином, використовуються 

як антисенсні олігомери мРНК для контролю транскрипції. 

Нуклеозидмонофосфати (НМФ) у первинній структурі ДНК або РНК поєднані 

між собою фосфодиефірними зв’язками. Такий зв’язок забезпечується фосфорним 

залишком, що формує два ефірних поєднання з гідроксильними групами прилеглих 

цукрів - одна з таких груп знаходиться у положенні 3’ цукру попереднього 

нуклеозиду, а інша - у 5’положенні наступного. Таким чином, первинна структура 

нуклеїнової кислоти являє собою ланцюг НМФ, поєднаних між собою через 

фосфорну кислоту. 
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Вторинна структура ДНК 

Вторинна структура нуклеїнових кислот являє собою певним чином 

розміщені у просторі один (переважна більшість РНК), або два (ДНК) ланцюги 

нуклеотидів. У ДНК це правозакручена спіраль (хелікс) з двох ланцюгів у 

антипаралельному напрямку один відносно одного. Такий хелікс стабілізується 

водневими зв’язками між основами за принципом комплементарності та стекінг-

взаємодіями між сусідніми парами основ. Через асиметрію будови пар основ у 

вторинній структурі ДНК виникають два типи борозенок – велика і мала. Велика 

борозенка є багатшою на замісники у складі основ (там розміщені положення О6 та 

N6 пуринів або N4 та О4 піримідинів) порівняно з малою, тому визначає специфічну 

взаємодію ДНК з іншими молекулами.  

Згідно результатів рентгеноструктурного аналізу були розраховані параметри 

хеліксу ДНК, найбільш поширеними з яких є: 

1. Крок (Р) – довжина, одного повного оберту спіралі паралельно вісі 

хеліксу, 

2. Підйом (d) – відстань між двома сусідніми парами основ, 

перпендикулярних вісі хеліксу, 

3. Повтор (n) - число нуклеотидних одиниць на один повний оберт хеліксу. 

Виходячи з цього:  

P = n × d. 

Параметри хеліксу ДНК були визначені з результатів дифракційних досліджень 

ниток ДНК за умови їх високої гідратованості – така форма отримала назву В-ДНК. 

Поступовим зниженням гідратованості середовища можна отримати спочатку          

А-ДНК, потім –С-ДНК. Виявлені також підвиди А- та В-ДНК (А1, А2, В1, В2), та ще 

2 неканонічні форми – D та Z. Перші дві з них вторинної структури отримали назву 

канонічних, в них можуть переходити майже всі види послідовностей, на відміну від 

неканонічних форм. На сьогодні нараховується в цілому 21 форма ДНК, за 

виключенням F, Q, U, V та Y. Однак у живій природі поліморфізм менший – поки 

що виявлено лише А-, В-, та Z-ДНК. 

В-ДНК – правозакручений подвійноланцюговий хелікс, отриманий за 

гідратованості середовища 92%, має 10 пар основ на один повний оберт (n = 10). 

Пари основ майже повністю перпендикулярні до вісі хеліксу і утворюють 

багатошарові стеки вздовж осі спіралі. Відстань між сусідніми парами основ             

d = 0,34 нм.  

А-ДНК – отримана з В-ДНК зниженням гідратованості до 65-75%, d = 0,25 нм, 

n = 11. Центром подвійного хеліксу А-форми є пустий всередині циліндр. 

С-ДНК – можна отримати за гідратованості менше 65%, d = 0,33 нм, n = 9,3. 

За параметрами і будовою є близькою до В-ДНК. 
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D-ДНК –можлива для послідовностей poly(dA-dT)•poly(dA-dT) або poly(dI-

dT)•poly(dI-dT), причому пурини та піримідини повинні чергуватися між собою.      

d = 0,3 нм, n = 7 або 8. Напрямок закручення хеліксу правий або лівий.  

Z-ДНК –існує лише для послідовностей poly(dC-dG)•poly(dC-dG), формується 

за умови високої йонної сили середовища (більше 2,5М NaCl). d = 0,72 нм, n = 12. 

Лівозакручена, але має характерний профіль у вигляді літери «Z», звідки і отримала 

свою назву. 

Фізико-хімічні властивості ДНК  

Варіабельність вмісту ГЦ-пар. Хоча співвідношення Г/Ц та А/Т у кожному 

виді організмів є сталим, вміст ГЦ-пар може значно варіювати у різних груп 

організмів. Даний параметр у відсотковому вираженні коливається від 22 до 73%, 

що значно позначається на фізичних властивостях ДНК. 

Денатурація (плавлення) та поглинання світла молекулами ДНК. У 

випадку нагрівання молекул ДНК, нековалентні взаємодії, що тримають обидва 

ланцюги разом послаблюються і розриваються. При цьому відбувається 

розходження ланцюгів – так звана денатурація або плавлення ДНК.  Температура, за 

якої розходиться рівно половина довжини ланцюга, називається температурою або 

точкою плавлення і позначається ТП.  

Відомо, що ДНК поглинає ультрафіолетове світло у діапазоні довжин хвиль від 

200 до 300 нм за рахунок гетероциклів основ, які характеризуються 

енергопоглинаючими властивостями за рахунок нерівномірного розподілу 

електронної щільності у площинах. Таким чином, ступінь розходження ланцюгів 

(денатурації, плавлення) можна визначити за збільшенням поглинання за 260 нм, що 

є максимумом екстинкції водних розчинів нуклеїнових кислот.  

 Коли ланцюги розташовані у вигляді хеліксу, пари основ екрануються 

всередині молекули, що призводить до зменшення поглинання світла основами - 

гіпохромізм. Коли відбувається розділення двох ланцюгів, поглинання 

ультрафіолету зростає на  30-40%. Цей феномен отримав назву гіперхромного 

ефекту, він є індикатором нативності ДНК. Ступінь розходження ланцюгів ДНК під 

час нагрівання є відносно невеликою до тих пір, поки не буде досягнуто точки 

плавлення. Після цього плавлення йде швидше.  

Вміст ГЦ-пар в ДНК має значний ефект на значення ТП.. Чим вищим є вміст 

ГЦ-пар, тим вищим є значення температури плавлення. Це відбувається тому, що 

три водневі зв’язки між Г та Ц розірвати важче, ніж два між А та Т. Тому ГЦ-

збагачена ДНК є більш стійкою до нагрівання, ніж та, яка багата на АТ- пари. 

До денатуруючих факторів, окрім температури, відносять також органічні 

розчинники (диметилсульфоксид, формамід), підвищення рН, зниження або 

підвищення концентрації солей. Такі фактори знижують температуру плавлення. 
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Ренатурація ДНК. За певних умов розділені денатурацією ланцюги ДНК 

можуть знову поєднатися. Таке поєднання зветься віджигом або ренатурацією. 

Найбільш важливими факторами ренатурації є: 

1. Температура. Найкращою вважається температура на 250 С нижче 

значення ТП. Вона не здатна викликати денатурацію, але є достатньо 

високою, для швидкої дифузії молекул ДНК та послаблення тимчасових 

некомплементарних зв’язків між основами в парах. Швидке охолодження 

одразу після денатурації припиняє ренатурацію, такий метод увійшов у 

біохімічну практику, як «гасіння» ДНК. 

2. Концентрація. У певних межах, чим вищою є концентрація ДНК, тим з 

більшою швидкістю відбудеться ренатурація. 

3. Час. Чим більшим є цей час, тим більша частина молекул ДНК ренатурує. 

Дослідники Бріттен та Конне ввели спеціальний параметр С0t, що являє собою 

відношення добутку концентрації ДНК (С0) у молях нуклеотидів на літр, та часу (t) 

у секундах. Цей параметр використовується для визначення відносної швидкості 

ренатурації комплементарних ланцюгів ДНК. Одноманітна за складом ДНК 

(наприклад, polydA-polydT, має найбільший ступінь комплементарності (асоціація 

може відбутись, починаючи з будь-якого місця молекули, оскільки ефективна 

складність структури складає лише 1 основу), тому вона реасоціює за найменшого 

значення С0t. ДНК, отримана з бактеріофага Т4, є складнішою, ніж polydA-polydT 

ДНК, до того ж, вона майже не містить повторів, тому параметр С0t для неї в 200000 

разів вище. Нарешті, гаплоїдний геном теляти, який містить близько 2 * 109 пар 

основ, представляє собою найбільш складні за послідовностями молекули ДНК. 

Тому у цьому випадку значення С0t буде в 10000 разів вищим, ніж у ДНК Т4. Тобто, 

для того, щоб зрівнятися зі значенням для Т4, концентрація ДНК теляти повинна 

бути в 10000 разів вищою. Таким чином, існує лінійна залежність складності ДНК 

від значення С0t1/2, тобто С0t, за якої ренатурує половина молекул ДНК. Загалом, 

чим більш складною є ДНК, тим вищим є значення С0t1/2. 

Вторинна структура та види РНК 

Вторинна структура РНК є набагато більш різноманітною, ніж у ДНК і, як 

правило, формується відносно одного ланцюга і стабілізується водневими, 

гідрофобними та ван-дер-ваальсовими взаємодіями між як наближеними, так і 

віддаленими один від одного основами або парами основ. Тому РНК має багато 

структурних та функціональних варіантів. Структура ж РНК-дуплексів 

обмежується лише двома формами – РНК-А1 та РНК-А2. Присутність гідроксильної 

групи у 2’-положенні цукру рибонуклеотидів робить РНК більш чутливою до дії 

нуклеаз. На сьогодні РНК функціонально класифікують за наступними видами: 

матрична або інформаційна (мРНК, іРНК), транспортна (тРНК), рибосомна 

(рРНК), мітохондріальна (мхРНК), гетерогенноядерна (гяРНК), функціональні 

послідовності РНК – рибозими та рибосвітчі, та мікроРНК (мкРНК), в яку 

входить мала ядерна (мяРНК), мала ядерцева (мядРНК), мала інтерферуюча 

(міРНК) та мала цитоплазматична (мцРНК) форми РНК.  
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Лабораторні заняття 

1. Якісні реакції на складові нуклеопротеїнів 

Функціонування нуклеїнових кислот у клітині тісно пов’язане з білками. 

Тому, як правило, і ДНК, і РНК виявляються у біоматеріалі у вигляді 

дезоксирибо- або рибонуклеопротеїнів відповідно. Складові таких 

комплексів можна визначити якісними реакціями на компоненти нуклеотидів 

(азотисті основи, рибозу, дезоксирибозу, фосфорний залишок), або на білки. 

1.1. Отримання дезоксирибонуклеопротеїнів селезінки 

1 г тканини селезінки або печінки щура подрібнюють у фарфоровій 

ступці з 15 мл 5%-го розчину хлориду натрію до утворення гомогенної 

маси. Гомогенат центрифугують 15 хв за 1200 g. У колбу наливають 90 мл 

дистиляту і обережно додають туди отриманий центрифугат тонкою 

цівкою, безперервно помішуючи суміш скляною паличкою. Утворюються 

нитки або осад дезоксирибонуклеопротеїнів. Нитки обережно збирають на 

палички, у випадку утворення осаду його фільтрують. Отриманий матеріал 

переносять у чисту пробірку та розчиняють у 0,2%-ому розчині 

гідроксиду натрію і використовують для якісних реакцій. 

1.2. Отримання гідролізату рибонуклеопротеїнів дріжджів 

У колбу на 50 мл вносять 5 г звичайних або 1 г сухих пекарських 

дріжджів, заливають 40 мл 10%-ої сірчаної кислоти. Колбу добре 

закривають зверху, збовтують та ставлять на киплячу водяну баню на   

1-2 год, збовтуючи кожні 15 хв. Отриманий гідролізат охолоджують, 

фільтрують і використовують для якісних реакцій. 

1.3. «Срібна» проба на пуринові основи 

До 1 мл гідролізату дріжджів або екстракту 

дезоксирибонуклеопротеїдів селезінки додають 1 мл 2% аміачного 

розчину нітрату срібла. В отриману суміш по краплинам вносять 

концентрований аміак до лужної реакції і залишають за кімнатної 

температури на 5-10 хв. У розчині випадає пухкий світло-коричневий осад 

комплексів срібла з пуринами. 

1.4. Реакція Троммера на пентози 

До 1 мл гідролізату дріжджів або екстракту 

дезоксирибонуклеопротеїдів селезінки обережно додають 2 мл 30%-го 



9 
 

розчину гідроксиду натрію та 1 мл 7%-го розчину сульфату міді. Рідину у 

пробірці змішують і її верхній шар нагрівають на полум’ї до кипіння. 

Випадає червоний осад геміоксиду міді, який утворюється внаслідок 

відновлення гідроксиду міді пентозами у складі нуклеопротеїнів. 

1.5. Дифеніламінова проба на рибозу та дезоксирибозу 

В пробірку вносять 2 мл гідролізату дріжджів або екстракту 

дезоксирибонуклеопротеїдів селезінки та 2 мл дифеніламінового 

реактиву. Реактив готують, змішуючи у абсолютно сухому стакані 100 мл 

льодяної оцтової кислоти з 3 мл концентрованої сірчаної кислоти та 

розчиняючи у отриманій суміші декілька кристалів дифеніламіну Пробу 

нагрівають на киплячій водяній бані протягом 15-20 хв. За присутності 

дезоксирибози розчин забарвлюється у синій, а у випадку рибози – у 

зелений колір, внаслідок утворення забарвлених комплексів з 

дифеніламіном.  

1.6. Молібденова реакція на фосфорну кислоту 

У пробірку вносять 0,5 мл гідролізату нуклеопротеїдів та 1 мл 

молібденового реактиву. Реактив готують, розчиняючи 4 г молібдату 

амонію у 50 мл дистиляту, а потім додаючи 50 мл 32%-ого розчину 

азотної кислоти. Пробу нагрівають на відкритому полум’ї до кипіння. 

Рідина забарвлюється у лимонно-жовтий колір, завдяки утворенню 

фосфорномолібденового амонію. Внаслідок охолодження розчину така 

сполука випадає у жовтий кристалічний осад.  

1.7. Біуретова проба на білковий компонент нуклеопротеїдів 

До 1 мл гідролізату додають 2 мл 10%-го розчину гідроксиду натрію 

та 0,5 мл 1%-го розчину сульфату міді. Рідина забарвлюється у рожевий, 

блакитний, синій, або фіолетовий колір, внаслідок утворення комплексу 

між пептидними зв’язками і йонами міді. 

  

2. Визначення ДНК за неорганічним фосфором 

Оскільки ДНК у своєму складі містить фосфорні залишки, одним з 

широко розповсюджених і надзвичайно чутливих кількісних методів 

визначення нуклеїнових кислот є спектрофотометрія проб після реакції з 

молібденовим реактивом. Забарвлення обумовлюється 

фосфорномолібденовим амонієм, а інтенсивність першого пропорційна до 
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кількості неорганічного фосфору у пробі. Вміст фосфору перераховують в 

кількість ДНК на одиницю маси біоматеріалу та виражають у міліграмах на 

100 г тканини. Нормальний вміст ДНК у тканині печінки щурів становить 25-

35мг/100 г. 

2.1. Отримання гомогенату печінки і осадження білків та ДНК 

1 г печінки щурів вносять у фарфорову ступку і розтирають з 10 мл  1 

н. розчину гідроксиду натрію, потім переносять у центрифужну пробірку і 

нагрівають протягом 15 хв на киплячій водяній бані. Вміст пробірки 

періодично перемішують скляною паличкою. Після гідролізу пробу 

поступово охолоджують до кімнатної температури, а потім додають 0,5 мл 

насиченого розчину хлориду натрію в 20%-му розчині оцтової кислоти і 

ставлять на лід для осадження білків. Через 20 хв пробу центрифугують      

10 хв за 3000 g. Надосадову рідину зливають у іншу центрифужну 

пробірку, додають 6 мл етанолу і залишають на льоду на 1-2 год для 

осадження ДНК. Потім центрифугують 20 хв за 3000 g. Отриманий осад 

переносять у іншу пробірку, розчиняють у 5 мл 5%-го розчину 

трихлороцтової кислоти і відмивають центрифугуванням за тих же умов.  

2.2. Приготування проби та визначення ДНК 

Осад переносять у колбу, додають 2 мл концентрованої сірчаної 

кислоти та нагрівають на киплячій водяній бані до повного освітлення 

розчину. Для прискорення процесу можна обережно і послідовно додати 

декілька крапель 30%-го пероксиду водню. До освітленого розчину 

додають 5-10 об’ємів дистиляту, нейтралізують 30%-им розчином 

гідроксиду натрію, і використовують для визначення. Для цього попередньо 

будують калібрувальний графік, готуючи стандартні розчини 

дигідрогенфосфату калію, які повинні містити 10, 20, 40, 60, 80 та 100 мкг 

неорганічного фосфору. До 5 мл проби додають 0,5 мл 2,5%-го розчину 

молібдату амонію, 0,5 мл 1%-го розчину аскорбінової кислоти та 4 мл 

дистиляту. Проби витримують 10 хв, далі вимірюють оптичну густину 

розчину за довжини хвилі 670 нм. Вміст фосфору, мкг, визначають за 

калібрувальною кривою, на осі абсцис якої відкладається кількість 

фосфору проби у мкг, а на осі ординат -  відповідні значення оптичної 

густини. 
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3 Визначення нуклеїнових кислот методами Діше, Броді та Спірина 

Нуклеїнові кислоти у розчинах або у біоматеріалі можна визначити 

якісно та кількісно за методом Діше або Броді відповідно, використовуючи 

солянокислий цистеїн, та спектрофотометрично за методом Спіріна. 

3.1. Якісне визначення ДНК за методом Діше 

До 1 мл 0,01-0,1%-го водного розчину натрієвої солі ДНК додають 

0,05 мл 5%-го розчину солянокислого цистеїну та 5 мл розчину сірчаної 

кислоти, що містить 6 мл дистиляту та 15 мл концентрованої кислоти. 

Отриману суміш нагрівають на водяній бані або у термостаті за 400 С 

протягом 10 хв. Розчин забарвлюється у рожевий колір (максимум 

поглинання  - 490-500 нм). 

3.2. Кількісне визначення ДНК за методом Броді 

Попередньо будують калібрувальний графік, використовуючи 

стандартні водні розчини, що містять від 1 до 10 мкг ДНК у пробі. До 0,5 мл 

проби додають 0,05 мл 5%-го розчину солянокислого цистеїну. Отриману 

суміш охолоджують протягом 10 хв під холодною водою. Далі додають 5 мл 

охолодженої концентрованої сірчаної кислоти, перемішують і ставлять на 

20 хв у термостат за 250 С. Проби спектрофотометрують за довжини хвилі 

474 нм. Вміст ДНК визначають за калібрувальною кривою, на осі абсцис 

якої відкладається кількість ДНК, мкг, а на осі ординат -  отримані значення 

оптичного поглинання.  

3.3. Кількісне визначення нуклеїнових кислот за методом Спіріна 

Наважку печінки або селезінки (100-500 мкг) розтирають у 

фарфоровій ступці з 10 мл 10%-ого розчину HClO4 і переносять у 

центрифужну пробірку. Вміст пробірки нагрівають на киплячій водяній 

бані протягом 20 хв. Далі суміш охолоджують і центрифугують 10 хв за 

3000 g. Супернатант відбирають у іншу пробірку і визначають оптичне 

поглинання за довжин хвиль 270 та 290 нм відносно контролю. Кількість 

нуклеїнових кислот (СфНК) визначається за формулою: 

СфНК =
𝐃𝟐𝟕𝟎−𝐃𝟐𝟗𝟎

𝟎,𝟏𝟗
× 𝟏𝟎, 𝟑, 

де D270 і D290 – відповідні значення оптичної густини дослідного розчину, 

0,19 –поглинання фосфору у складі ДНК, що міститься у 1 мл розчину,               
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10,3 – усереднений коефіцієнт перерахунку - у випадку ДНК він 

становить 10,1, РНК - 10,5. 

Вміст нуклеїнових кислот за цим методом визначається в умовних 

масових одиницях на 1 мг тканини. 

4. Кількісне визначення АТФ у м’язах 

М’язева тканина є особливо багатою на АТФ, що пов’язано з її 

підвищеними енергетичними потребами. Вміст АТФ у м’язах можна 

визначити спектрофотометрично, використовуючи здатність фосфору 

формувати забарвлені комплекси з молібдатом амонію. Цей чутливий метод 

придатний також для визначення кількості інших нуклеотидів і вільної 

фосфорної кислоти. 

4.1. Отримання екстракту з м’язової тканини 

1 г м’язів щура розтирають зі склом у фарфоровій ступці з 9 мл 

концентрованої трихлороцтової кислоти на льоду. Гомогенат переносять 

у пробірку, перемішують і залишають на 20 хв, а потім фільтрують. 

Відфільтровану суміш центрифугують протягом 10 хв за 3200 g. Осад 

розчиняють у 1 мл 0,1 М соляної кислоти, доводять дистилятом до 

загального об’єму 3 мл, добре перемішують, і використовують для 

визначення.  

4.2. Визначення вмісту АТФ за фосфором 

У дві пробірки наливають по 1 мл екстракту. Вміст однієї з них 

нагрівають з 1 мл 2 М соляної кислоти на киплячій водяній бані 

упродовж 5-10 хв, а потім нейтралізують 30% гідроксидом натрію до 

появи слабко-лужної реакції. В другу пробірку вносять 1 мл дистиляту і 

залишають за кімантної температури. Використовуючи дигідрогенфосфат 

калію, готують три контрольні проби, що містять 25, 50 та 100 мкг 

фосфору у 2 мл розчину. Далі в усі пробірки вносять по 1,5 мл 2,5%-го 

розчину  молібдату амонію у 2,5 М сірчаній кислоті та по 1 мл 0,1%-го 

розчину аскорбінової кислоти, перемішують, та залишають на 20 хв за 

кімнатної температури. Вміст дослідних пробірок колориметрують за 

довжини хвилі 670 нм проти контрольних проб. Масову концентрацію 

фосфору (С, мкг/мл) розраховують за наступною формулою: 

С =
𝒂𝑬оп𝑽𝟎𝑽𝟐

𝑬ст𝑽𝟏𝒃𝑽𝟑
, 
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де Ест – екстинкція стандартного розчину; Еоп – екстинкція дослідного 

розчину; V0 – об’єм дослідного розчину (10 мл); V1 – об’єм дослідного 

розчину, взятого для осадження АТФ (2 мл); V2 – об’єм дослідного 

розчину після розчинення осаду (3 мл); V3 – об’єм дослідного розчину , 

взятого для колориметрування (2 мл); а – кількість фосфору у 10 мл 

стандартного розчину (мкг); b –наважка м’язів (г). 

 

5. Визначення активності рибонуклеази 

Рибонуклеази (КФ 3.1.N.N.)– це ферменти класу гідролаз, які 

використовують воду для розщеплення фосфоефірного зв’язку між 

нуклеотидами в РНК. В залежності від місця розщеплення субстрату 

розрізняють ендо- та екзорибонуклеази. Продуктами реакції гідролізу, 

відповідно до підкласу цих ферментів є або вільні нуклеотиди, або 

фрагменти РНК з фосфатами у положеннях 3’ або 5’. Рибонуклеаза присутня 

у печінці, селезінці, панкреатичному соці, слині, тощо. Одним з методів 

визначення активності рибонуклеази є спектрофотометричний, що 

пов’язаний зі зростанням оптичної активності проби внаслідок 

гіперхромного ефекту, викликаного розщепленням основного субстрату - 

РНК. 

5.1. Приготування та інкубація проб  

 Субстрат для ферменту готують, розчиняючи суху дріжджову РНК до 

концентрації 1 мг/мл у 0,1 М ацетаті натрію. Далі готують дві пробірки, в 

обидві вносять по 0,5 мл субстрату. У дослідну пробу додають 0,5 мл 

нерозведеної слини або 5%-вого водного гомогенату тканин, у якості 

джерела РНКази. У контрольну пробірку додають  1 мл спиртово-

магнієвого розчину для осадження, що містить рівні об’єми 80%-го 

розчину етанолу та 0,01 М хлориду магнію. Потім у контрольну пробірку 

вносять 0,5 мл екстракту, обидві проби перемішують і інкубують у 

термостаті  протягом 1-2 год за температури 370 С. Після інкубації у 

дослідну пробірку додають 1 мл спиртово-магнієвого розчину і обидві 

проби залишають на 0,5-1 год на льоду для осадження. Далі проби 

центрифугують протягом 20 хв за 3200 g. Осад відкидають, а надосадову 

рідину відбирають по 0,5 мл у три пробірки. До кожної з них додають 3 мл 

дистиляту, добре перемішують і використовують для визначення 

активності РНКази. 
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5.2. Визначення активності рибонуклеази 

Отримані проби спектрофотометрують за довжини хвилі 260 нм. 

Активність ферменту (А) визначають за формулою: 

𝑨 =
𝜟𝑬𝟐𝟔𝟎𝑽𝟏𝑽𝟐

𝑽𝟑𝒕𝑾
          (4), 

де ΔЕ260 – приріст екстинції дослідної проби по відношенню до 

контрольної; V1 – об’єм проби для інкубації (1 мл); V2 – об’єм проби 

після осадження РНК спиртово-магнієвим розчином (2 мл); V3 – об’єм 

проби, взятої для розведення (0,5 мл); t – час інкубації (хв); W – 

кількість білку (ферменту) у пробі (мг). 

Кількість білку у дослідному біоматеріалі визначається за методом 

Лоурі. 

 

6. Оцінка активності ДНКази за Олфрі і Мирським 

Дезоксирибонуклеази (КФ 3.1.N.N.)– це ферменти класу гідролаз, що 

розщеплюють фосфоефірні зв’язку між нуклеотидами в молекулі ДНК. В 

залежності від місця розщеплення субстрату розрізняють ендо- та 

екзодезоксирибонуклеази. Продуктами реакції гідролізу можуть бути вільні 

нуклеотиди, або фрагменти ДНК, фосфорильовані за кінцевими гідроксилами 

у положеннях 3’ або 5’. Дезоксирибонуклеази широко розповсюджені і 

знаходяться у всіх тканинах тваринного організму, а також у панкреатичному 

соці і зміїній отруті. Одним з методів визначення активності рибонуклеази є 

спектрофотометричний з використанням у якості барвника фенолового 

синього. Активність ферменту визначається за зниженням оптичної 

щільності розчину внаслідок руйнування комплексу нуклеїнової кислоти з 

феноловим синім, викликаного гідролізом ДНК. 

6.1. Приготування та інкубація проб 

Спочатку готують субстрат, розчиняючи натрієву сіль ДНК у воді до 

концентрації  2 мг/мл. Потім 1 мл цього розчину змішують з 1 мл 0,05 М 

сульфату натрію та 0,5 мл розчину фенолового синього. Останній 

готують, розчиняючи 10 мг фенолсульфофталеїна у суміші, що складається 

з 0,3 мл 0,1 М гідроксиду натрію, 3 мл 96%-го розчину етанолу та 40 мл 

0,02 М фосфатного буфера, рН = 7,55. Отриману суміш доводять 

дистилятом до 100 мл і використовують у якості субстратного розчину.       
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До 5 г печінки щура, розтертої у ступці, додають 10 мл охолодженого    

0,14 М хлориду натрію на льоду. Отриману суміш центрифугують 

протягом    20 хв за 3200 g. Надосадову рідину обережно переливають у 

іншу пробірку і використовують як джерело ферменту. 

6.2. Визначення активності дезоксирибонуклеази 

До 3 мл субстрату додають 1 мл ферментного розчину, потім одразу 

вимірюють оптичну щільність за довжини хвилі 558 нм протягом 15-20 хв 

з інтервалом у 1 хв. Результати досліду оформлюють графічно, де на осі 

абсцис відкладають час у хвилинах, а на осі ординат – значення оптичної 

щільності.  

 

7. Визначення пуринових похідних 

Пуринові похідні у екстрактах біоматеріалу можна визначити якісно за 

допомогою мурексидної проби або кількісно завдяки титриметричному 

аналізу. Мурексидна проба на пурини дозволяє визначити присутність у 

дослідних сумішах пуринових похідних: ксантину, теоброміну, кофеїну, 

сечової кислоти, але не аденіну. Визначення грунтується на утворенні 

мурексиду – амонійної солі пурпурної кислоти у присутності пуринів. Цей 

метод широко використовується у медичній та фармацевтичній практиці. 

Кількісне визначення сечової кислоти ґрунтується на здатності сечової 

кислоти відновлювати фосфорно-вольфрамовий реактив, внаслідок чого 

утворюються окисли вольфраму нижчої валентності синього кольору, 

інтенсивність забарвлення яких пропорційна до вмісту сечової кислоти і 

визначається шляхом титрування червоною кров’яною сіллю. Ця сіль окиснює 

окисли вольфраму, тому синій колір розчину поступово зникає. 

7.1. Мурексидна проба 

Сухий або кристалізований біоматеріал у фарфоровій чашці обережно 

нагрівають на киплячій водяній бані з 1 - 2 краплинами концентрованої 

азотної кислоти до появи жовто-коричневого кольору. Далі вносять 1-2 

краплини концентрованого розчину аміаку або амонійної сполуки. За 

присутності похідних пуринів з’являється яскраво-червоне забарвлення.  

7.2. Кількісне визначення сечової кислоти  

Спочату готують фосфорновольфрамовий реактив. Для цього до 10 г 

вольфрамовокислого натрію додають 8 мл 85%-го розчину фосфорної 
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кислоти, отриману суміш розчиняють у 90 мл дистиляту і кип’ятять у колбі 

зі зворотнім холодильником протягом 2 год. Після охолодження суміш 

доводять дистилятом до 100 мл. До 1,5 мл сечі додають 1 мл отриманого 

фосфорно-вольфрамового реактиву та 1 мл 20%-го розчину карбонату 

натрію, добре перемішують. Розчин феріціаніду калію для титрування 

повинен містити 3,3 мг фериціаніду та 2 мг гідроксиду калію на 1 мл 

дистильованої води. Дослідну пробу титрують отриманим розчином 

феріціаніду калію до зникнення синього забарвлення. Для визначення 

вмісту сечової кислоти у сечі потрібно знати, яка кількість сечової кислоти 

відповідає 1 мл фериціаніду калію. Для титрування стандартної проби, яка 

містить 0,25 мг сечової кислоти у об’ємі 0,5 мл, буде витрачено 0,34 мл 

розчину феріціаніду. У такому випадку 1 мл реактиву відповідає  (0,25 : 

0,34) 0,73 мг сечової кислоти. Масову концентрацію сечової кислоти (С) у 

сечі за добу розраховують за формулою:  

С =  
𝑸𝑨𝑩

𝑽
, 

де Q – кількість сечової кислоти, яка відповідає 1 мл фериціаніду калію;   

А – кількість фериціаніду калію, витрачена на титрування проби, мл; В – 

кількість сечі за добу, мл (норма складає 1500-2000); V  – об’єм сечі, 

взятий для дослідження, мл.  

Отриманий результат виражають у мг сечової кислоти на добу. 
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Контрольні завдання 

1. Загальна характеристика ДНК та РНК. Які основні відмінності між 

цими сполуками? 

2. Структура та властивості азотистих основ. Які саме з особливостей 

основ є важливими для формування первинної та вторинної структур 

нуклеїнових кислот? 

3. Основні властивості та особливості будови нуклеозидів. Якою є їх 

номенклатура? 

4. Нуклеотиди – будова, властивості, функції. 

5. Первинна структура ДНК та РНК. Основні зв’язки та стабілізуючі 

взаємодії. 

6. Види та форми вторинної структури ДНК. Канонічні та неканонічні 

форми. 

7. Характеристика нуклеопротеїнів. 

8. Загальна характеристика взаємодії білків з нуклеїновими кислотами. 

Пряме і непряме зчитування. Позиціонування білків. 

9. Види специфічних доменів ДНК-зв’язуючих білків, що здатні 

взаємодіяти з ДНК. Структурні та функціональні особливості. 

10. Вищі форми організації ДНК еукаріот. Які рівні конденсації хроматину 

у ядрі Ви знаєте? 

11. Основи взаємодії ДНК з низькомолекулярними речовинами, 

регуляторами, та неорганічними йонами. Координаційні зв’язки у 

нуклеїнових кислотах. 

12. Класифікація РНК.  

13. Будова та особливості функціонування мРНК. 

14. Процесинг мРНК. Особливості кепування, сплайсингу, 

поліаденілювання. 

15. Структура та функції тРНК. Генетичний код та його властивості. 

16. Характеристика рРНК. Будова рибосом про- та еукаріотичних 

організмів. Участь різних видів рРНК у процесах трансляції. 

17.  Ядерні, мітохондріальні та цитоплазматичні форми РНК – структура, 

функції, регуляція активності. 

18. МікроРНК, будова та значення. 

19. Рибозими, рибосвітчі, їх роль у регуляції транскрипції та 

функціонування РНК. 

20. Оптичні властивості нуклеїнових кислот. Поглинання в 

ультрафіолетовому діапазоні спектру. Фізичний зміст  феномену 

поглинання світла даними молекулами. 
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21. Варіабельність вмісту ГЦ-пар у нуклеїнових кислотах та вплив даного 

параметру на фізико-хімічні властивості ДНК та РНК. 

22. Денатурація ДНК. Денатуруючі фактори. 

23. Поняття «температура плавлення», «гіперхромний ефект», 

«гіпохромізм». Як впливає на температуру плавлення варіабельність 

послідовностей ДНК та кількісний вміст окремих пар? 

24. Ренатурація ДНК. Ренатуруючі умови. Фізико-хімічний зміст 

параметру С0t. Які фактори впливають на його величину? 

25. В’язкість та щільність одно- та дволанцюгових молекул ДНК. 

26. Поведінка ДНК та РНК у розчині. Кислотно-основні властивості 

нуклеїнових кислот. Особливості взаємодії з молекулами води. Поняття 

про контрйони. 

27. Загальна характеристика основних ферментів, що приймають участь у 

метаболізмі ДНК та РНК. Нуклеази та рестриктази. Використання 

рестриктаз у біотехнології. 

28. Основні методи якісного визначення нуклеїнових кислот – коротка 

порівняльна характеристика. 

29. Характеристика сучасних методів виділення нуклеїнових кислот з 

біологічного матеріалу та приготування препаратів для біохімічних 

досліджень. 

30. Сучасні методи очищення препаратів нуклеїнових кислот – основні 

переваги та недоліки. 

31. Методи кількісного визначення нуклеїнових кислот у біологічному 

матеріалі. 

32. Порівняльна характеристика методів визначення неорганічного 

фосфату у біологічному матеріалі. 

33. Методи визначення активності ферментів метаболізму нуклеїнових 

кислот. Особливості приготування зразків та проб для такого 

визначення. 

34. Якісне та кількісне визначення метаболітів нуклеїнових кислот у 

біологічному матеріалі – характеристика, застосування. 

35. Які методи дослідження нуклеїнових кислот Ви опанували упродовж 

даного практикуму? У чому полягають їх основні переваги та 

недоліки?  
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