
ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 
И ТРАНСФОРМАЦИЯ 

ПУРИНОВЫХ 
И ПИРИМИДИНОВЫХ 

СОЕДИНЕНИЙ 
МИКРООРГАНИЗМАМИ 

% 





Министерство высшего и среднего специального образования 
Латвийской ССР 

Латвийский ордена Трудового Красного Знамени 
государственный университет имени Петра С тучки 

Кафедра физиология растений и микробиологии 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ И ТРАНСФОРМАЦИЯ ПУРИНОВЫХ И 

ШРИМИДИНОВЫХ СОЕДИНЕНИЙ МИКРООРГАНИЗМАМИ 

Межвузовский сборник научных трудов 

Под общей ред. проф. Х.А.Маурпни 

Латвийский государственный университет им. П. Стучки 

Universitātes 

ЧЙГ B I B L I O T Ē K A 

Рига 1981 



БЕК 28.4 

В настоящем межвузовском сборнике научных трудов обобщены 
экспериментальные данные оригинальных исследований в области био­

химии метаболизма нуклеиновых кислот и их гетероциклических ком­

понентов у микроорганизмов. В сборник включены также работы,посвя­

щенные проблемам повышения эффективности микробиологического 

производства при синтезе­ биологически активных соединений с ис­

пользованием отходов пищевой промышленности и сельского хозяйства. 
Несколько работ касаются проблем повышения эффективности научного 
эксперимента и разработки методов микробиологических и биохими­

ческих исследований. 
Сборник предназначается для биохимиков,микробиологов и сту­

дентов старших курсов факул! етов биологического профиля. 
о 

Печатается по решении редакционно­издательского совета 
ЛГУ им. П. Стучки от 26 июня 1981 года. 

Латвийский государ 
университет им .П.С: 

ютвенный 
!тучки, 



Иващенко М.Е., Камрадзе А. 

ЛГУ им.П.Стучки 

Выделение и некоторые свойства внутриклеточных 
РНКаЗ МИКрОСКОПИЧеСКОГО Гриба FeEicílliuffi lanoso ­

viride 

Распространение исследований различных ферментов микроб­
ного происхождения связанно, с одной стороны, с необходимос­
тью изучения особенностей обмена микроорганизмов, а, с дру­
гой стороны, с возможностью использования этих микроорганиз­
мов в качестве источников получения ферментов. Особый инте­

рес исследователей вызывают нуклеазы микроорганизмов, которые 
очень широко используются для расшифровки первичной структуры 
нуклеиновых кислот ( 1 , 2 ) . Чаще всего для этих целей использу­
ют ферменты, выделяемые в среду. Внеклеточные нуклеазы микро­

скопических грибов, более доступные експериментаторам, также 
изучены полнее по сравнению с внутриклеточными ( 3 ­5 ) . Необхо­

димость изучения свойств внутриклеточных РНКаз гриба ? *n i c i l ­

líum íanoso­viride возникла в связи с исследованием метгбо­

лизма экзогенной поли­А клетками гриба. Задачей исследования 
являлся подбор факторов, эффективно подавляющих активность 
суммарной РНКазы клеток гриба Penicilliu» Íanoso­viride , 
конкурирующих с изучаемой нами полиаденаэой за субстрат, а 
также выделение и изучение специфичности отдельных внутрикле­

точных РНКаз. ­ . 
Материалы и методы 

В работе использовали микроскопический гриб рвп1с11Иит 
1апсао ­ у11^е р который культивировали в жидкой синтетичес­

кой среде в колбах и на плотной среде в чашках Петри. 

Состав жидкой синтетической среды 

К Н 2 Р0 4 ­ 0 ,3 » 
К С1 ­ 0,25£ 
Ь­8504 . 7 1Ьр - 0,0252 
( 1ГН 4 ) 2 8 0 4 ­ 0,1» 

глицерин ­ 3 мд/л. 



рН среда доводили до 5,6 и­ автоклавировэли при 0,5 атм. 
(112°С) 20 мин. 

Состав плотной среды 

Плотная среда состояла из просеянных через мелкое сито 
пшеничных отру С ̂  увлажненных крановой водой. 

На поверхность плотной среды в чашке Петри помещали цел­

лоГзновый диск для предотвращения смешивания частиц среды с 
мицелием гриба. 

Посевным материалом с^жила густая суспензия спор 48­ча­

совой культуры гриба, выращенная на сусло­агаре. 
Бесклеточный экстракт гриба получали тщательным размель­

чением гиф гриба с последующей экстракцией 0,1 II калий­фос­

фстным буфером рН 6,0 и центрифугированием 30 минут при 
6000 об/мин., при 0°С, 

.Активность РНКазы определяли в реакционной смеси следую­

щего состава: 
0,1 мл раствора РНК в 'онцентрацил 2 мг/мл 
0,2 мл 0,1 Ы калий­фосфатного буфера рН 6,0 * 
0,1 мл исследуемого экстракта гиф гриба, 

•* При изучении динамики РНКазной активности при различных 
рН вместо калий­фосфатного буфера использовали ацетатный 
буфер рН 5,2 и трио­НС1 буфер рН 8,4. Смесь инкубирова­

ли Б термостате при 37° в течение 15 мин (для экстрактов 
гриба, выращенного в жидкой среде) и 80* (для экстрактов 
гриба, выращенного на плотной среде) . 
Реакцию останавливали прибавлением 0,1 мл холодной 25% 

хлорной кислоты при 0 ° . 
Количество кислоторастворимых продуктов в надосадочной 

фракции после центрифугирования определяли спектрофотометри­

чесни по поглощению раствора при 260 нм ( 6 ) . За единицу ак­

тивности принимали количество фермента, которое вызывает из­

менения поглощения на 0,1 оптическую единицу в пересчете на * 
I мл исследуемого экстракта за I час инкубации. Субстратом 
для определения РНКазной активности служила суммарная дрож­

жевая РНК (Новосибирск, СКТБ БАБ). Для исследования субстрат­

ной специфичности вместо РНК в инкубационную смесь добавляли 



соответствующие субстраты: поли­А, поли­АУ (9:1) поли­АУ 
( 4 : 6 ) , поли У, поли­Ц, (Реакал, Венгрия) поли­И (Новосибирск 
СКТБ БАЗ), ­тРНК, ДНК (СКТБ БАБ) 

При расчете РНКазной активности для различных субстратоз 
использовали коэффициенты пересчета: (с учетом разницы моле­

кулярного веса и молярной экстшкции этих субстратов относи­

тельно РНК): 
поли­Л ­ 0,84 
поли АУ (4 :6 ) ­ 1,07 
поли АУ (9 :1 ) ­ 0,87 
поли У ­ 1,30 
поли Ц ­ 0,93 
ДНК ­ 1,02 
тРНК ­ 1,00 
РНК ­ 1,00 

Для изучения влияния различных факторов на активность внут­

риклеточных РНКаз использовали: I предварительную обработку 
экстракте гриба сульфатом стрептомицина (0,15 мл 10¡¿­noro 
р­ра на мл экстракта) и бентонитом (25 мг/мл); 

2.Добавление в инкубационную смесь 0,02 (f* ! " gc i ? 

и 0,04 п!.' ЭДТА. 
3.Добавление в среду культивирования актиномицинз Д 

(50 мг/мл). " : 
Для выделения из грубого экстракта РНКазы осаждали суль­

фатом аммония до 80£­ного насыщения при 0 ° ( 8 ) . Осадок отде­

ляли центрифугированием в течение 30 мин при 6000 об/мин, 
0°С. Полученный таким образом осадок растворяли в минималь­

ном объеме 0,05 И калий­фосфатного буфера рН 6,0 и диализо­

ввли против того же буфера. 

На следующем этапе проводили разделение и очистку РНКаз 
на колонке (1 ,5 х 17 см) , заполненной.Дауэксом 1x8 ( "Serva » ) 
уравновешенным 0,05 И калкй­фосфотным."буфером рН 6,0. Объем 
ферментного раствора, нанесенного на колонку ­ 10 мл с содер­

жанием белка 3­5 мг/мл. Элюцшо ферментативной активности про­

водили непрерывным градиентом концентрации хлористого натрия 
в 0,05 калий­фосфатном буфере со скоростью 20 мл/час. Фрак­

ции, объемом 2 мл, собирали не автоматическом коллекторе 



"Ультрарак" ( КБ, Швещш) * определяли в них содержание бел­

ка (поглощение при 280) и РНКазную активность. 

Результаты и их обсуждение 
Результаты чсследоЕ­Щия динамики накопления суммарной 

РНКазной активности показывают, что в процессе роста гриба 
в ­идкой питательной среде имеется два максимума активности 
как при кислом рН = 5,2, так и при щелочном рН = 8,4 (рис .1 ) . 
Первый пик активности наблюдается во второй половине лог­фа­

зы., второй ­ во время стационарной фазы развития. При выращи­

вании гриба на плотной среде также установлено два пика актив­

ности РНКаз: Первый пик ­ в первой половине лог­фазы, а второй 
­ во второй половине лог­фазы при рН 8,4 и в стационарной фа­

зе при рН 5,2 (рис .2 ) . Суммарная активность РНКаз определен­

ная, при рН 5,2 как в плотной, так и жидкой среде выше актив­

ности, определенной при рН 8,4. 
Результаты исследования влияния различной предваритель­

ной обработки экстракта или присутствия в инкубационной сме­

си различных вещеотв на суююрную активность внутриклеточных 
РНКаз показаны яа рдаа.З. 

Оказывается, проявление РНКазной активности.существенно 
анГйбдруетея обработкой »кстр£.;та сульфатом стрептомицина 
(яа §9,9» во сравнению с необработанным экстрактом), бенто­
нитом (на 6 2 , 5 » ) , а также после выращивания гриба в среде с 
актиномицином Д (на 7 1 , 2 » ) . В присутствии ионов магния в ин­

кубационной смеси активность РНКазы снижается на 50» по срав­

нению с контролем. Присутствие ЭДТА в инкубационной смеси 
способствует повышению активьости суммарной РНКазы на 62,5» . 
Сопоставляя свойства З'РНКаз и 5'РНКаз, Шапот (7 ) обнаружил, 
что ионы магния являются ингибиторами 3'РНКаз ­ трансфераз, 
т.к. они стабилизируют вторичную структуру их суботратов, и 
наоборот, они необходимы для действия б'РНК&з­гидролаз. Ав­ О 
тор полагает, что в присутствии ЭДТА, связывающего ионы маг­

ния, можно дифференцировать З'РНКазы и 5'РНКазы в их смеси. 
Интерпретируя наши данные о влиянии ионов магния и ЭДТА на 
активность суммарных РНКаз можно заключить, что исследуемая 
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Рис.1 . Рост гриба Pénicillium lanoeo­viride В ЖИДКОЙ 
питательной среде и динамита РНКазной активности в бес­

клеточном экстракте гриба прирН 5,2 ирН 8,4 
" сухая биомасса 
<­ » РНКаза прирН 5,2 
v ц РНКаза при р H 8,4 



Акт.РНКазы • ' 1 6 биомассы 

Рис.2. Рост гриба Реп1о1111шп lano8o-viri.de на плотной питательной среде 
и изменение внутриклеточной РНКаэной активности при рН 5,2 и рН 8,4 

биомасса 
РНКаза прирН 5,-2 
РНКаза при рН 8,4 

http://lano8o-viri.de


1 а а 4 * б 
Вис_3» Влияние различной обработки экстракта на суммарную 

^активность внутриклеточных РНКаз гриба Реп1с1111ив! 

Яюпогво ­ у1г1Ь"е 
I ­ ^необработанный экстракт; 2­ обработанный сульфатом «треп­

тиявщина экстракт; 3­ обработанный бентонитом экстракт;4­ « к е ­

тракт гриба,выращенного в среде с актиномицинои Д;5 ­ в присутствии 
Н > + + ; б­ в присутствии ЭДТА 



активность проявляет свойства, характерные для З'РНКаз, рас­

щепляющих РНК, с образованием продуктов с 3'фосфатной груп­

пой на конце. 
Последовательность этапов и результат разделения и очист­

ки Внутриклеточных РНКаз Гриба Р е г ^ е Н И ш п 1аг)озо­у1г1ае 
показаны в табл .1 . На первом этапе ­ высаливании сульфатом 
аммония, удалось избавиться от небольшой части балластных 
белков, в результате чего получена степень очистки в 3,15 раз. 

Таблица I 

Выделение и очистка внутриклеточных РНКаз гриба 
Рех>1с'1111шп 1апово­у1г1<1е 

Этап очистки Объем Белок Единицы Единицы Суммарная Сте­ Выход 
(мл) мг/мл актив­ актив­ активность пень ферм. 

ности/ ности/ очист­

мл мг белка ки 

I.Экстракт 240 2,40 70,2 29', 2 16848 I 100 
2. Экстракт 

после выса­

ливания 
сульфатом 
аммония 
(диализ о­

ванный) 40 4,0 367,9 92,0 17716 3,15 87 
З.Дауэкс 1x8 

» фракция 10 0,45 759,0 1690,0 7590 58 В сум 
П фракция 13 0,03 671,0 22370,0 8723 766 не 
Ш фракция 29 0,05 130,0 2600,0 3770 89 122 
1У фракция 17 0,05 86,0 4300,0 602 147 

В результате хрсэтографического разделения РНКаз на колонке 
с дауэкссм 1x8 было получено 4 различных фракций активности 
(рис .4 ) . Первый пик активности, который не связывался с ани­

онообменником, очищен в 58 раз. Следующие три пика активнос­

ти получены с увеличением в элюирующем буферном растворе кон­



^вО'^бО 
— IMNoCl 

Рис.4. Разделение РНКаэ гриба Pénicillium lanoso-vlride 
на колонне дауэкс'а 1*8 

— абсорбция в УФ лучах при 280 ни 
активность РНКаэ по увеличению поглощения в кислотораство-

римой фракции при 260 нм 
Наклонная прямая-прирост концентрации, соли в элюирующем буфере. 



центрации хлористого натрия соответственно до 0,50; 0,60 и 
0,98 №. Степень очистки этих фракций РККаз соответственно 
760, 89 и 147. 

Субстратная специфичность первых трех фракций РНКазной 
активности, выделенных после хроматографии на дауэксе ото­

бражена в табл.2. 

Таблица 2 

Субстратная специфичность фракций РНКаз 
выделенных хроматографией на дауэксе 1x8 * 

Фракции РККазная активность на различных субстратах 
РНКаз поли­А поли­И поли­АУ поли­АУ поли­поли­Ц РНК тРНК ДНК 

9:1 4:6 ­У 
I 0,81 1,04 0,94 0,35 0,00 0,21 0,99 0,60 0,45 

• 81,8» 105.Г* 94.9» 35.3» 0,00 21,2» гао2 60,6% 45,4;; 
П 0,68 0,14 0.8С 0,71 0,00 0,19 •0,47 0,52 0,03 

144,5» 29,8» 189,3» х51д0»_ 0,00 40 л 4» 100» 111,0» 6,02 
ш 0,24 0,02 0,29 0,10 0,00 0,07 0,12 0,19 0,01 

200,0» 17,0» 241,7» 85» 0,00 58,3» 100^ 158,3» 8,02 

* За 100» принята активность го отношению к суммарной дрож­

жевой РНК. 
Фракция активности под номером I , по­видимому, представля­

ет собой смесь РНКаз и ДНКаз, т .к . наряду с однонитевыми г о ­

мо­и гетерополимерами расщепляет также и ДНК, хотя ьрсявляет 
при этом более низкую активность. 

Фракции П и Ш являются собстгенно РНКазами, т .к . незначи­

тельное количество деградированной ДНК находится в пределах 
ошибки определения. Эти фракции деградируют поли­А с актив­

ностью в 1,4 ­ 2 разе превышающую актизность деградации сум­

ма^&ой дрожжевой РНК. Гетерополимерп поли­АУ расщепляются все­

ми исследованными фракциями менее активно го мере убывания в 
них доли аденилового компонента. Поли­И децолимеризуется 
РНКаземи П и Ш с очень низкой активностью, а транспортная РНК 
с активностью, в 1,1 и 1,6 раз соответственно превышающей де­



градация суммарной дрожжевой РНК. Деполимеризация поли­Ц про­

исходит всеми изученными РНКазамк, но с небольшой активнос­

тью, а поли­У не пригоден в качестве субстрата для этих РНКаз. 

Выводы 

I . Изучена динамика изменения суммарной активности внутрикле­

точных РНКаз Гриба r e n i c i l l i u i r l e n o s o ­ v i r i d e при двух 
значениях pH (5,2 ­ в ацетатном буфере и 8,4 ­ в трис­НС бу­

фере) и культивировании гриба в двух различных средах ­ жид­ • 
кой синтетической среде и плотной среде. 
2.Поксзано угнетающее действие на суммарную активность внутри­

клеточных РНКаз предварительной обработки экстракта сульфа­

том стрептомицина и бентонитом, присутствием в инкубацион­

ной смеси ионов магния, а также зыращпвания гриба на среде 
с актиномицином Д. 

В присутствии в инкубационной смеси ЭДТА происходит значи­

тельное увеличение суммарной активности РНКаз. 
3. 3 результате хроматографического разделения РНКаз на дауэксе 

1x8 получено четыре различных фракции, очищенных соответ­

ственно в 58, 766, 89 И 147 раз. 
4. Показана субстратная специфичность для трех фракций РНКаз­

ной активности, выделенных ионообменной хроматографией. 
(Так активность фракции I увеличивается на различных суб­

стратах в следующей последовательности: поли У; поли Ц;поли­А:У 
(4:6);ДНК, тРНК, поли А, поли А:У ( 9 : 1 ) ; РНК, поли И. 

Для фракции П эта последовательность имеет следующий ха­

рактер: поли­У; поли­И; ДНК; поли­Ц; РНК; тРНК; поли­А; • 
поли ­ А:У (4 :6 ) ; поли­А:У ( 9 : 1 ) ; а для фракции Ш ­ поли­У; 
ДНК, поли­И, поли­Ц, поли­А:У ( 4 : 6 ) , РНК, тРНК, поли­А, 
поли­А:У ( 9 : 1 ) . 

Литература 

I.EgFmi F. , NaVpgemur« R. K i c r o M o l . rit>or>ucleeeee.T\ , ­ Y . , 

B e r l i n : Spr inge r ­ Ver l a g , I 9 6 0 . 

2 . r ch jd « Т . , Fgeiri T. The Гпг.утпев, Д( VIT ) , ? 0 5 , 1971. 



З.Безбородова С И . , Бородаева Л.И . , Панкова Л.И. - Мякроби-

ол . , & 37(1 ) ,с .10-14, 1968. 
4.Безоородова С И . , Бородаева Л.И. , Иванова Г . С , Морозова В,Г. 

- Биохим.й 34 ( 6 ) , с . П 2 9 - П 3 6 , 1969. 
5.Безбородова С И . , Ильина Т .В . , Крупянко В.И. - Докл. АН СССР 

196 ( 6 ) , c.I4oO-I462, 1971. 
б.ДпПпаеп C . B . , R e d f r e l d H . P . e t a l . J . B i o l . Che r . , 207, ? 0 1 , 1954 

7.LjnoT B.C. Нуклеазы.-М.Медицина, 1968. . 
8.Броновицкая З . С , Горетов В.П.-Прикл.биохим. и микробиол. 

№ 3 ( 6 ) , с.707, 1967. 



Знаменская Л .З . , Крзсноперова И.А. 
Михайлове Л. А. 
КРУ им.В.И.Ульяиова­Ленина /Казань/ 

Образование щелочной внеклеточной РНКазы 
и рост ВасИЗие 1г^епг,ес:1ив на разных 

средах 

Щелочная внеклеточная рибонуклеаза р л с . 1пгепрее1ив 7Р 
благодаря интересным биохимическим свойствам привлекла внима­

ние ряда исследователей, изучающих противовирусное и противо­

опухолевое действие ферментов / I / , а также молекулярных биоло­

гов /2/. В связи с этим возникла необходимость получения 
РНКазы в препаративных количествах.­ Начальным этапом при этом 
является подбор состава среды. 

В настоящей работе предпринято изучение влияния широкого 
спектра источников углерода и азота на биосинтез щелочной 
внеклеточной РНКазы и рост вас. 1пгвгшеа1ив ТР. 

Материелы и методы 

Штамм Вао.1г^еипей1ив 7Р был выделен из образца почвы 
Татарии и отобран по признаку максимальной РНКазной активнос­

ти методом рассева /3/. Культуру выращивали в колбах емкостью 
750 мл на качалке при температуре 29 ± 1°С. 

•В качестве исходной была использована питательная среда, 
предложенная Накаи с соавторами для вас. в и ъ и н » /4/» в ко­

торой соевый экстракт был заменен пептоном семипалатинского 
производства, дорогостоящий трис исключен. Среда имела следу­

ющий состав (в % ) : пептон ­ 2,0, лактвт Ка ­ 1,5, саС1 г ­0,01, 
ГййО^. 7 Н 20 ­ 0,03, Г а С 1 ­ 0,3, ГпЯ0 4 ­ '0 ,01 , рН среда перед 
стерилизацией доводили растворомР* 0 ' 1 до 8,3. Засев опытных 

• колб со 100 мл питательной среда проводили I об . » 24­часовой 
культуры. 

Источники углерода добавляли в среду в концентрациях, 
, адекватных содержанию углерода в 1%-пои растворе глюкозы. Ис­

точники окота вносили в среду в концентрации '<&, кроме куку­



рузного экстракта, который вносили в концентрации 3%, исходя 
из того, что среда с 3% кукурузного экстракта содержала та­

кое же количество амикного азота, как среда с 2% семипалатин­

ского пептона. 
РНКезную активность в культуральной жидкости определяли 

по количеству кислоторастворимых продуктов, образующихся в 
результате гидролиза РНК. За.единицу активности принимали ко­

личество ферменте, вызывающее увеличение оптической плотнос­

ти на единицу шкалы спектрофотометра ( ^ в д ) в пересчете на 
I мл ферментного раствора за I час инкубации ­ опт.ед./мл/час 
/5/. В качестве субстрата использовали препарат суммарной ' 
дрожжевой РНК отечественного производства. Прирост биомассы 
определяли нефелометрически на ФЭК ­ 56М со светофильтром й 9, 
за единицу биомассы принимали поглощение в I см кювете, рав­

ное единице. 
Концентрацию фосфата определяли по методу Куттнера /6/, 

аминный азот ­ по методу Поуп и Стивене /7/. '• 

Результаты и обсуждение 

С целью подбора оптимального источника углерода для био­

синтеза РНКазы Вас. 11^втае<11ив 7Р исследовали глюкозу, фрук­

тозу, сахарозу, маннит, мальтозу, Лактат , лактозу, глице­

рин и сорбит. Сравнение проводили со средой, не содержащей до­

полнительных источников углерода. Пептон в этой среде служил 
источником азота и углерода одновременно. 

Динамика накопления РНКазы в средах с разными источниками 
азота представлена на рис.1. Как видно из рисунке, лучшим ис­

точником углерода оказалась глюкоза, в среде с которой актив­

ность фермента к 24 часу роста более чем в 2 разе превышает 
активность в среде, не содержащей дополнительного источника 
углерода. РНКазная активность на среде с глюкозой на 24­й час 
культивирования принята за 100». Близкие значения РНКазной 
активности отмечены на средах с фруктозой, сахарозой, мальто­

зой и маннитом. Продолжение культивирования бактерий до ЗР. ча­

.:0В приводит лишь к незначительному увеличению накопления 
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Рис.1. Активность РНКазы при р о с т е Б а с Ш и в 1пгепа«41ив 
7Р на средах с разными источниками углерода 

* • часн 
Рис.2. рН культуральио* юдагасти при росте в»с111*в 

1п1еппе|Лив ТР на средах с равными 

[.атупая 
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углерода 



РНКазы в культуральной жидкости ( на 1 5 » ) . Активность 
РНКазы в средах с лактатом и* и лактозой к 24 часу превыша­

ет активность на среде без дополнительного источника углеро­

да на 15­20». Активность на глицерине и лактозе близка к ак­

тивности РНКазы на контрольной среде. 
Изменение рН в процессе культивирования Вас.11^егп1еа1ив 

7Р Представлено на рис.2. Анализ динамики рН показывает, что 
в средах с глюкозой, фруктозой, маннитом, сахарозой и мальто­

зой ( т . е . в средах с высокой активностью фермента) к 14 часу 
происходит интенсивное подкисление 'культурой среды, продолжа­

ющееся до 24 часа и дальше. В среде с лактатом Ка происходит 
начальное (к 14 часу) снижение рН среды, затем среда вновь за­

щелачивается. рН в средах с глицерином, лактозой и в среде без 
дополнительного, источника углерода практически не выходит из 
пределов щелочной области. В этих средах наблюдается и самая 

­низкая РНКазная активность. 
В то же время анализ накопления биомассы на этих средах 

(рдс.З) показывает, что в экспоненциальной фазе рост культуры 
в среде без дополнительного источника углерода не отличается 
от роста в средах с глюкозой, маннитом, мальтозой, фруктозой, 
сахарозой, лактозой. Это подтверждает таблица ' I , где приведе­

ны значения биомассы культуры на 24 час роста о доверительны­

ми интервалами (вероятность ­ 9 5 » ) . Минимальный рост культуры 
отмечен на средах с лактатом и а и глицерином. 

Таким образом, можно сделать вывод о наличии связи между 
биосинтезом РНКазы, изменением рН в культуральной жидкости и 
ростом Вас.1пгегтеа1цз ТР. По­видимому, для биосинтеза 
РНКазы необходимо присутствие в среде определенного источника 
углерода, утилизация которого приводит к смещению рН среды в 
кислую сторону, как это происходит при использовании культу­

рой глюкозы, фруктозы, сахарозы, нашита и мальтозы и выделе­

ния з среду кислых продуг.тов их метаболизма. Однако эти источ­

ники углерода не являются необходимыми для роста культуры, ко­

торая в пептонвой среде растет с той же интенсивностью, как и 
при внесении в нее дополнительно вышеперечисленных источников 
углерода. 



Биомасса, 
опт.ед. 

Рис.3. Рост В в с Л п Л в г т е й Л и в 7Р на средах с разными 
источниками углерода 

1-глюкоза; 2-фруитоза; 3-сахароза; 4-маннит; 
5-мальтоза; 6-лактат натрия; 7-лак?оза;8-глмцерин;. • 
9-без дополнительного источника углерода 



Таблица I 

Влияние источников углерода на рост 
Вас.1п«егте(11ив 7Р 

(24-1­й час культивирования) 

Входящий в среду 
источник углерода 

Глюкоза 
Фруктоза 
Сахароза 
Маннит 
Мальтоза 

• Без дополнит, 
углерода 
Лактоза 
Глицерин 
Лактат н а 

источника 

Биомасса, 
•% к контролю 

100,0 ± 7,9 
96.1 4 6,0 
97.2 ± 7,6 
99,2 * 8,7 

103,7 t 3,0 

100,5 ± 6,1 
' 92,7 ± 6,6 
• 78,1 * 3,2 

70,7 ± 3,7 

Лактет­Ка , лактоза и глицерин, очевидно, почти не ути­

лизируются культурой, при этом лактат­ла и глицерин несколь­

ко угнетают ее рост; рН Е ЭТИХ средах (кроме среды с лактатом 
­ На ) изменяется также, как и в пептонной среде. Однако, в 
среде с лактозой и лактатом ­ Яа образуется больше РНКазы, 
чем в среде, не содержащей дополнительного источника углеро­

да. ; 
Очевидно, со всеми источниками углерода в той или иной 

степени вносится какой­то эффектор, активирующий процесс био­

синтеза РНКазы. 
Изучение влияния различных источников азота на биосинтез 

РНКазы проводили в среде, содержащей в качестве источника 
углерода глюкозу в концентрации 1%. Ранее было показано /3/ , 



что культура B a 0 > l n t e r m e d l u B 7Р плохо растет и не образует 
внеклеточную щелочную рибонуклеазу на средах с минеральными 
источниками азота. Вереде, содержащей в качестве источника 
азота пептон семипалатинского производства, получены удовлет­

ворительные результаты /8,9/. Однако, пептон, производимый из 
дорогостоящего пищевого сырья, не может считаться перспектив­

ным компонентом питательной среды, что делает актуальным по­

иск других источников азота. В этой связи была исследована 
возможность использования в качестве источника азота пепто­

нов, получаемых из растительного сырья, а .также кукурузного 
экстракта и гидролизата казеина ( табл .2 ) . Одновременно для 
примера анализировали мясные пептоны производства разных фирм. 
Как показано в графе I Таблицы I , не всех вариантах сред куль­

тура хорошо растет (урожай клеток выше, чем на контрольной 
среде с семипалатинским пептоном), причем на средах с тунго­

пептоном, комбипептоном, пептоном фирмым«гск , гидролизатом 
казеина и кукурузным экстрактом биомасса более чем в два раза 
превышала биомассу на среде с семипалатинским пептоном, Одна­

ко, РНКазная активность бактерий близка к контрольной только 
в среде с пептоном новосибирского производства, во всех ос­

тальных случаях она составляет менее 20» от активности на сре­

де с семипалатинским пептоном (табл.2, графа 2 ) . 

Образцы пептонов 3,4,5 получены нами из ВГНКИ от проф. 
А. П. Простякова и подробно охарактеризованы в работе Таварт­

киладэе /10/. Тунгопептон ­ пептон, полученный путем лиофиль­

ного высушивания ферментативного гидролизата тунгового жмыха 
( т . е . имеет растительное происхождение и дешев, поскольку тун­

говый жмых является отходом производства технического масла). 
Гепатопептон получается путем лиофильной сушки гидролизата 
переваренной печени после получения из нее так называемого 
"печеночного экстракта". Комбипептон представляет собой лио­

филязированную смесь гидролизатов, включающую две части пан­

креатического гидролизата печени и одну часть ферментативно­

го гидролизата тунгового жмыха. 

Известно, что тунгопептон содержит меньшее количество об­

' щего азота, чем семипалатинский пептон, так, содержание обще­



го азота в семипалатинском пептоне равно 14,8», а в тунгопеп­

тоне ­ 9,11» /10/ и, как отмечает автор, это ниже требований, 
предусмотренных ГОСТом 13805­76 и требований стран СЭВ и ИСО. 
Однако, при введении в питательную среду тунгопептон обеспе­

чивает значительно более интенсивный рост Вас.intennediuB 7P f 

чем семипалатинский пептон, и резко снижает количество фермен­

та в культуральной жидкости. Аналогичное действие оказывает 
кукурузный экстракт и ряд других пептонов. Содержание фосфора 
в этих пептонах не приводится. 

Поскольку известно, что наличие в среде неорганических' 
фосфатов ведет к интенсификации роста микроорганизмов, но при 
этом часто наблюдается снижение биосинтетическок активности 
клеток в отношении ряда ферментов /11,12/, все исследуемые 
пептоны были проанализированы на содержание в них общего и 
неорганического фосфора. Данные по содержанию фосфора в пепто­

нах представлены в графах 4,5 таблицы 2. Было остановлено,что 
только среда с пептоном новосибирского производства незначи­

тельно отличается по содержанию общего и неорганического фос­

фора от контрольной среды (с семипалатинским пептоном). Во 
всех остальных средах содержалось значительно большее коли­

чество исследуемых форм фосфора, а среда с тунгопептоном со­

держала в 118 раз больше неорганического фосфора и в 72 раза 
больше общего фосфора по сравнению со средой с семипалатинс­

ким пептоном. Очевидно, именно повышенное содержание фосфора 
в тунго­, гепато­ и комбипептонах обеспечило и наблюдаемую 
'„аварткиладзе высокую интенсивность роста тест­организмов 
Str«faecalie

 ш т

­ 6783, Е. coli ШТ.675,5tr.Pyc­genee ШТ.ДИК I , 
Str.aureus "Лоссменов" и Cor.difteroidesnnr.ГЭП в средах с 
ними по сравнению с ростом на среде с семипалатинским пепто­

ном. 
обращает на себя внимание тот факт, что в среде с пепто­

ном из баранины, ферментативным пептоном венгерского произ­

водства и пептоном" фир:/ы Хемапол ( табл .2 ,^ 6,10,11) наблюда­

ется с^мая низкая активность РНКазы (менее 0,3» по сравнению 
с контролем), а содержание общего и неорганического фосфора 
хотя а превышает его содержание в семипалатинском и ковоси­



Таблице 2 

Рост и активность щелочной внеклеточной РНКазы 
Bao.intermedius 7Р на средах с различными источниками 
азота (24­й час культивирования) 

Источник Биомасса, РНКаза рН Socffop. мг» 
азота опт.ед. опт.ед/мл/ сре­ общий неорг. 

час да 

1.Семипал8ТИн­

СЕИЁ пептон 4,5 26000 6,6 1,6 0,8 

2.Новосибирский 
пептон 4,7 • 23000 6,2 1,8 • 1.2 

3.Тунгопептон 11,3 1500 7,2 115,0 9619 

4.Гепатопептон 10,0 1700 7,2 17,1 10,2 

б.Комбипептон 10,0 2400 6,8 41,5 ­30,6 

6. Пептон из 
баранины 5,5 •30 5,8 16,0 12,2 

7.Гидролизет 
казеина оухой 10,0 ' 700 7,4 14,9 12,2 

8. Кукурузный 
экстракт 11,0 220 7.4 40,0 20,0 

9.Пептон фирмы 
Merck 10,4 5000 7,1 11,5 10,3 

10.Пептон фер­

ментативный 
/Венгрия/ 5,5 60 5,1 25,3 13,0 

II.Пептон импорт­

ный "Хемапол" 5,3 50 5,0 13,1 4,6 



барском пептонах, но заметно ниже, чем з тунгопептоне, комби­

пептоне и кукурузном экстракте. Рост культуры в этих средах 
несущественно отличается от роста на семипалатинском и новоси­

бирском пептонах. При этом рН в этих средах на 24 час роста 
имеет значение 5,3, 5,1 , 5,0, т . е . резко кислый. 3 остальных 
средах рН имеет значение, близкое к нейтральному. Поскольку 
исследуете среды отличаются только по источнику азота,, модно 
предположить, что отсутстзие у культуры в средах с данными 
пептонами способности выравнивать рН до слабокислых и нейтраль­

ных значений отрицательно сказывается на её биосинтетической 
активности в отношении РНКазы. 

В связи с тем, что на средах с растительными пептонами, 
кукурузным экстрактом и гидролизатом казеина наблюдается хоро­

ший рост бактерий (урожай клеток в 2,0 ­ 2,5 раза выше, чем 
на пептоне, не обогащенном фосфатами), нам представляется ин­

тересным исследовать в дальнейшем возможность получения фер­

мента путем дерепрессированного синтеза. 
Кроме того, нам представляется целесообразным введение 

при характеристике промышленных пептонов показателя содержания 
в них фосфора, т .к . пептоны используются в питательных средах 
не только с целью накопления обильной биомассы, но и для полу­

чения ряда ферментов, репрессируемых фосфатом, в частности, 
фосфатаз, РКХаз и др. 

3 заключение авторы выражают глубокую благодарность проф. 
А.П.Простякову за любезно предоставленные для исследования 
образцы новых отечественных пептонов. 

Выводы 

1. Лучшим источником углерода Для биосинтеза РНКазы Бас . 
1кЧеппе<Н.ив 7Р является глюкоза. 

2. Источники углероде, вносимые в среду, содержащую 2% семи­

палатинского пептона, активизируют биосинтез РНКазы и не 
оказывают влияния на рост культуры. 

3. ' Оптимальным органическим источником азота для биосинтеза 
РНКазы является, пепетон, не обогащенный фосфором. 



4. Показано отрицательное влияние фосфора, содержащегося в 
компонентах питательной среды, на биосинтез щелочной вне­

клеточной РНКазы Вас. 1п1бгш*а1ив 7Р и положительное вли­

яние на рост бактерий. 
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Знаменская Л.В . , Краснов С И . 
КГУ пм.В.К.Ульянова­Ленина 

Метод математического планирования 
эксперимента применительно к оптимизации 
биосинтеза бактериальной РНКазы 

Необходимость получения микробных нуклеаз в препаратив­

ных количествах ставит вопрос о повышении биосинтетической 
активности микроорганизмов ­ их продуцентов. Одним из путей 
увеличения ферментативной активности микроорганизмов являет­

ся оптимизация условий культивирования. Как и в ряде других 
экспериментальных наук, для оптимизации процессов в микроби­

ологии все большую популярность завоевывает метод "крутого 
восхождения" Бокез­Уплсона /1,2/. Этот метод был применен на­

ми для оптимизации условий культивирования Вас.1пгвгтеа:1ив 7? 
с целью повышения биосинтеза щелочной внеклеточной РНКазы /3/. 

Преимущества этого метода перед традиционным изучением 
однофакторных зависимостей обусловлены одновременным измене­

нием всех выбранных факторов, от которых зависит значение оп­

тимизируемой величины (целевой функции у ) . , 
Первый этап метода требует получения линейной модели це­

левой функции в окрестности выбранных исходных значений К ^0 

факторов х / (например, х^ ­ концентрация какого­либо компо­

нента среды, х 2 ­ рН, х 3 ­ аэрация и т . д . ) . Это достигается 
постановкой одновременной серии опытов, в которой каждый фак­

тор может быть установлен на двух фиксированных уровнях, 
где «а/ ­ шаг варьирования (в кодированных переменных 
значениям х * соответствуют х/ = ­ I ) . 

Практика применения математических методов оптимизации в 
биологии /4/ показывает целесообразность использования в ка­

честве такой серия полгых факторных экспериментов ГВЭ 2^(чяс­

ло опытов N 2* , I ­ число факторов). Постановка ПФЭ 2* 
позволяет получить уразнение вида 



отражающее не только линейные эффекты, но к взаимодействия 
различных порядков. Таким образом, попутно достигается более 
глубокое понимание биологического механизма изучаемого про­

цесса. Б тобл.1 приводится наиболее часто используемый план 
ПФЭ 2^ с простым алгоритмом Иейтса для расчета коэффициентов 
управления / I / . Столбцы значений переменных х 4 ' образуют :.а­

трицу плена. Коэффициенты членоЕ, написанных Е последнем стол­

бце таблицы, получаются из соответственных величин к а преды­

дущего столбца деление:.! но число опытов /V = 16. 
Статистическая обработка результатов ЩЭ 2 заключается в 

следующем. Подсчитывается дисперсия среднего значения по фор­

муле у 

^ ^ . т ^ Щ ' М т ^ г . ( 2 ) 

где К ­ число ггоЕторностей, Уд.. ­ значение экспериментально­

го замерв величины У для условий л ­той строки матрицы плана 
в к­той повторности, У л = К""]"<Г Упк • Коэффициенты о / 
(аналогично о,у ,Олуд, и т . д . ) считаются незначимыми и со­

ответствующие члены не включаются в уравнение, если 

Здесь -бр (/ ) ­ коэффициент Стьыдекта для заданной достовер­

ности Р и числа степеней свободы / -Ы (К­1) (например, для 
Р = 95» и N = 16, К = 3 * 0 1 д 5 = 2.04) , с// = 1/Ы . Адек­

ватность модели без квадратичных членоз ( I ) проверяется срав­

нением величины У 0 (дополнительный опыт X/ • 0) со значением 
коэффициента <?0 . Если число повторностей этого дополнитель­

ного опыта равно К 0 и выполняется неравенство 

то уравнение ( I ) адекватно описывает целевую функцию внутри 
области планирования. При числе факторов 1 * 4 проверку 
значимости коэффициентов можно провести также с помощью гра­

фического метода Дэниела /5/. Применение последнего позволяет 
отказаться от дублирования опытов: 



I - I ­ I - I - I ?1 % =у т + у 2 С т =% н-Е2 Вд­ =С 1 +С 2 А : =3]­ +В 2 йо 
2 - I - I - I . Ь Ч =73 +У4 с 2 =Вз +Е 4 в 2 =с 3 +с 4 л 2 =Вз + в 4 

а т х х 

3 - I +1 - I - I У 3 Ез - ? 5 +7 6 С 3 -Е 5 +Еб % =<35 +С 6 А 3 =В 5 +В6 

4' +1 +1 - I - I 
У 4 Ч"Ь + ? 8 С 4

 в Е 7 + Е 8 В 4
 = С 7 *°в А 4

 в В 7 + В 8 а 12 Х 1 Х 2 
5 - I - I +1 - I Уд % =7д +У 1 0С 5 = % +ЕТ0В5 *Сд +С 1 0 А 5 «Вд +В 1 0 °з хз 
6 +1 - I +1 - I 

7 6 Е 6 сУц +У12 С6 , * П Г > В г Л в С 1 Г , < 3 1 2 Л 6 , *1Г * В 12 ^з х 1 х з 
7 - I +1 +1 - I У 7 £7 ^Утз+Ут̂ С? =^13 + Е14

1 3 7 = С 1 3 + С 1 4
Л 7 = В ГЗ + В 14 °23 Х2 Х3 

8 +1 +1 +1 - I ?8 *В '^К^ИРв : = Е 15 + Е 16
В 8 = С 1 5 + С 1 6

Л 8 = В 1 5 + В 1 6 а 123 Х 1 Х 2 Х 3 
9 - I - I - I +1 У9 Ед »?2 * 1 °9 = Е 2 ­ % % = С 2 Щ Ч = В 2 **1 
10 +1 - I - I +1 

У Ю ^0*^4 ~ 7 3 С Ю = Е 4 В 1 0 = С 4 ~°3 А Ю = В 4 _ 3 3 а [ 4 х 1 х 4 

II - I +1 - I +1 УЦ ^ Г ^б "*5 С 1 1 = Е 6 _ Е 5 3 1 1 = С 6 " °5 А 1 Г В 6 ~ В 5 ^4*2*4 
12 +1 +1 - I +1 

7 1 2 ^ а ^ в - у 7 С 1 2
= Е 8 _ Е 7 В12=°8 ~°7

 _ В 7 а 124 Х 1 Х 2 Х 4 
13 - I - I +1 +1 

У ГЗ ^ЕГ^ЮгУэ С 1 3 = Е 1 0 _ Е 9 В13* !С1СГС!9 А К " В 1 ( Г В 9 а 34 Х 3 Х 4 
14 +1 - I +1 +1 ?14 Е 14 = У 1в" 7 11 С 14 : = Е 12­ Е 11 В 14 = С 12" С 1 11 А 14 : : : : Б 12~ В 11 а 134 Х 1 Х 3 Х 4 
15 - I +1 +1 +1 ?15 Е 15 = У 14­^13 С 15 = Е 14­ Е 13 В 15 = С 14­ С 13 А 15 = В 14" В 13 0334X3X3X4 

16 +1 +1 +1 +1 
? 1 6 Е 16 = ? 16 ­ У15 С 16 = Е 16~ Е 15 В 16 = С 16­ С 15 А 16 = В 16~ В 15 %234 Х 1 Х 2 Х 3 Х 4 

* ва­ Уровни факторов Схема Иейтса Члены 
'рианта Х х Х 2 Х 3 Х 4

 уп, дат I Шаг 2 Шаг 3 Шаг 4 ур­нкя ( I ) 



Для успеха последующего "крутого восхождения" весьма важ­

но чтобы коэффициенты с / в уравнении ( I ) были одного поряд­

ка. Этого можно добиться подходящим выбором шагов варьирова­

ния. Первоначально выбранные величины апробируются в при­

кидочном, без повторностей, многофакторном эксперименте (тот 
же ПФЭ 2* или его дробные реплики), по результатам которого 
проводится необходимая коррекция. 

Второй этап метода Ббкса­Уилсона ­ собственно "крутое вос­

хождение". Чтобы осуществить движение в направлении оптимума, 
необходимо рассчитать направление градиента и определить 
величину шага до следующего опыта. Сначала выбирают шаг X т , 
для фактора с минимальным произведением о т Л т . Целесо­

образно, чтобы величина А/* имела тот же порядок, что и со­

ответствующий иаг варьирования Ат в ПФЭ. В случае неадек­

ватности линейного приближения следует взять Х.т*&т- Далее 
вычисляют нормированный шаг Я =Х/* НЛщНы*9 ) и находят ко­

ордината опытов в направлении градиента по формуле 

Все опыты крутого восхождения также ставятся одновременно. 
"Восхождение" считается удачным, если хотя бы один опыт серии 
дал результат лучший, чем в ПФЭ. 

Лучший опыт "крутого восхождения" теоретически следует 
принять за новый отправной пункт для дальнейшего приближения 
к оптимуму, поставив эксперимент, дающий новое локальное опи­

сание целевой функции в виде ( I ) . Практика показывает, однако, 
что целесообразнее сразу ставить эксперимент по какому­либо 
плану второго порядка, так как уже первое крутое восхождение 
обычно приводит в область, достаточно близкую к оптимуму ( е с ­

ли имеющиеся в системе взаимодействия не слишком существен­

ны). Единицы варьирования в этом опыте выбираются с учетом 
предыдущих результатов. Полученное квадратичное описание це­

левой функции позволяет предсказать оптимум (или частный оп­

тимум) без дальнейших опытов, либо продолжить "восхождение", 
если квадратичные эффекты малы, а линейные еще существе!..ш. 



Применяя планы для моделей, не содержащих взаимодействия 
высших порядков 

можно получить приемлемое число опытов, не уменьшая числа 
варьируемух факторов. Для I - 3,4,5 хорошие статистические 
свойства имеют планы типа (число опытов соответственно 14, 
24, 42 против 27, Б1, 243 для ПФЭ 3 ^ ) . Планы В/­ имеют лучшие 
характеристики и по сравнению с соответствующими ротатабельны­

ми планами и ортогональными планами Бокса /2/ . 
План типа Б строится как план ШЭ 27', дополненный 21 'опы­

тами, в каждом их которых один из факторов установлен.на уров­

не ­ I или +1, а остальные на уровне 0. Например, в случае 4­х 
факторов к плану, представленному в табл.1 (строки 1­16), сле ­

дует добавить еще 8 опытов табл.2. 

Таблица 2 

Дополнение плана ШЗ 2 до плана В, 

опытов 
Х 1 *2 *3 х 4 

17 ­ I 0 0 0 
18 +1 0 0 0 ' 
19 0 ­ I 0 0 
20 0 +1 0 0 
21 0 0 ­ I 0 
22 0 0 +1 0 
23 0 0 0 ­ I 
24 • 0 0 0 +1 •, • 

Статистическая обработка результатов, полученных по пла­

нам В^. , относительно трудоемка, однако для I = 3 , 4 , 5 вполне 
может оыть проведена с помощью микрокалькулятора. 

Коэффициенты уравнения ( 4 ) , представленные как вектор­стол­

бец А = (<? в , о> , . . . . ) ' находятся по формулам 



где Р ­ матрица плана, дополненная слева столбцом из единиц 
и справа столбцами из значении произведений факторов в том же 
порядке как они расположены в ( 4 ) , У ­ вектор­столбец экспери­

ментальных (средних) значений целевой функции У. Пример рао­

чета можно найти в монографии /2/ , там же приведены матрицы С 
лля1= 4,5,6, значение которых существенно уменьшает объем вы­

числений. 
Проверка значимости коэффициентов производится по той же 

формуле ( 3 ) , с той лишь разницей, что теперь элементы с,у 
матрицы С отличны от N ; дисперсию среднего < 5 2 (У) можно 
взять из предыдущих опытов (ПФЭ). . 

Адекватность полученной модели подтверждается выполнением 
неравенства 

где У 4 ­ значение, получаемое по уравнению ( 4 ) , 
?}а(/г,х?)- значение критерия Фишера. 

Координаты "теоретического" оптимума, если он существует, 
находится по формуле 
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Батюшкова H.A., Калинина Л.Н. 
ЛГУ им. П.Стучки 

Изучение стабильности пч8змкд группы pBR В 
некоторых штампах Escherichia coli 

Одной из наиболее важных характеристик штаммов микроорган­

измов , создаваемых генноиаженеряыми методами, является стабиль­

ность получаемых систем: внедренный рекомбинантный генетический 
материал ­ клетка бактерии (хозяин). 

Плазмиды группы p B R получены в результате рекомбинации 
in vitro производной плазмиды Col EI­pUBS и ампипиллинового 
транспозона Tn А . Эти плвзмады в настоящее время широко ис­

пользуются в качестве векторных молекул для доставки и обеспе­

чения функционирования чужеродного генетического материала в 
клетках Escherichia coli . ( I ) . Плазмиды группы pBR несут лег ­

кодетектируемые по фенотипическому выражению гены устойчивости 
к различным антибиотикам. Элиминация плазмид из клеток бактерий 
приводит к утрате внехромосомэльных маркеров внтибйотикоустой­

чивости. Определяя число внтибиотико­чувствительных клеток в 
штвмме, несущем плазмиду антибиотикоустойчивости, можно харак­

теризовать стабильность данной плазмиды. Процент плазмидных 
клеток обычно определяют путем клонвльного анализа штамма, вз ­

ращенного в неселективныт условиях. Анализ проводят через опре­

деленное число пересевов ( 2 ) , клеточных генераций (3) или в ран­

ней стационарной фазе (4). Эти методы удобны для получения срав­

нительных данных, позволяют характеризовать стабильность плаз­

миды в двнном штвмме, но не дают количественной характеристики 
процесса элиминации плазмид. По фенотипическому выражению в се ­

лективных условиях потеря клеткой плезмиды антибиотикоустойчи­

вости равноценна появлению мутации, приводящей к нежизнеспособ­

ности (при бактерицидном действии селектирующего антибиотика),; 
или к неспособности размножаться (при бактвриостатичеоком дей­

ствии антибиотика). .' 

Мы предлагаем использовать для объективной оценки стабиль­

ности плазмид показатель частоты их элиминации на клетк; за г е ­

нерацию, определяемый по еналогии'с общепринятым покбзвтелем 
частота мутации ( 5 ) . 



Используя метод клонирования после определенного числа 
пересевов в неселективных условиях и предложенный нами метод 
определения частоты элиминации плазмид на клеточную генерацию, 
определяли стабильность плазмид группы pBR в некоторых штам­

мах Е. о o i l . 

Материал и методика 
В работе использовались плазмидные штаммы RR I ( р"рго 

leu thi lae у str R ^ " я ^ " ),содержащие плазмиды pBR'3I3 
(6},pBR 322 ( 7 ) несущие гены,определяющие устойчивость к тет­

рациклину ( Tcfy и ампициллину (Apfy и рЩ 325 (8) несущую 
гены,определяющие устойчивость к тетрациклину.амшциллинуи • 
хлорамфениколу ( Сш в ) , а также бе<^азмидные штаммы R R I , 
ММ 294,HB 101 ( Р'рго lau thi lac у Str R г^в^" Endo i" reo A") 
HB 129 ( Endo l.rb~»b"ge.l lao Str

 R ),B которые плазмиды 
вводили путем трансфррмации. 

. Штаммы выращивали на среде ьв (9 ) .Для получения селектив­

ных сред в LE добавляли антибиотики:тетрациклин и хлорамфе­

никол в концентрации 25 мкг/мл^мпициллин­100 мкг/мл.Трансфор­

мацию проводили методом удлиненной инкубации в сасд^ЦО) с 
некоторыми модификациями ( I I ) . 

Плазмидную ДНК выделяли методом Герри ( 1 2 ) . 
Электрофорез плазмидвой ДНК проводили в 1% агарозном г е ­

ле в трис­фосфвтном буфере ( 1 3 ) . 
Стабильность плазмид в изучаемых штаммах определяли 

двумя методами. 
1. Метод последовательного пересева плазмидного штамма 

в неселективных условиях. 
Клон,устойчивый к данным антибиотикам,многократно после­

довательно пересевался на неселективной среде и через определен­

ное число пересевов субклоновая культура анализировалась на на­

личие клеток,потерявших плазмидные маркеры антибиотикоустой­

чивости,путем клонирования на неселективной среде и последу­

ющих отпечатков на селективнее среда. 
2. Определение частоты элиминации плазмиды яа клетку 

за генерацию. 
Пдазмидный штамм выращивался на селективной среде,со­

держащей 25 мкг/мл тетрациклина.Тетрациклин в данной концен­

трации об­



ладает бактсриостатическим действием. Поэтому для определения 
частоты элиминации плазмиды на клетку за генерацию ( а ) примени­

ма формула используемая для определения частоты появления' нежиз­

неспособных мутантов на клетку за генерацию, выведенная на осно­

ве анелиза нарастания концентрации таких мутантов в популяции ( 5 ) . 
а = rln2 , где « 

г ­ частота встречаемости мутантов; г»­|р , М­количес­

тво мутэнтных клонов, N ­ количество анализируемых клонов. 
Для определения г штамм, выращенный на среде с тетрацик­

лином, клонировался на неселективной среде. Полученные клоны от-

печатывались на среды^содержащие и несодержацие антибиотики, у с ­

тойчивость к' которым определяется влазмидой. При сравнении отпеча­

танных колоний ( я ).выявлялись колонии, потерявшие фенотипичес­

кий маркер плазмиды (М). 

Результаты и обсуждение­

Определение частоты элиминации плазмид pBR 313, 322 и 325 
В штамме нн I при его культивировании в селективных условиях 
показало, что наименьшая стабильность характерна для pBR 313: 
2,7 . Ю ­ 2 элиминаций на клетку за генерацию ( т ебл .1 ) . 

Данные, полученные методом сравнительного анализа при после­

довательных пересевах плазмидных штаммов RR I в неселективных 
условиях,также показали, что наиболее, быстро из Е . o o l i RR I ис­

чезают фенотипические маркеры рВн 313. После одного пересева 
штрихами на агаризованой среде ЬВ , где культура росла 18 ча­

сов, только 21,8$ клеток штамма сохранили оба маркера антибиоти­

коустойчивости рВВ 313. За это время культура Е. oo l l проходит 
примерно 30 циклов деления. При этом из каждых IDO клеток посев­

ного материала вырастают 10* потомков'.Используя формулу для под­

счета накопления мутантов при последовательных делениях растущей 
культуры 

и = ег^оа^ (в), где 
М ­ число мутантов в культуре, g ­ число циклов деления, 
Яо ­ исходное число клеток и • частота появления мутантов 
(в нашем случае частота элиминации плазмиды),можно подсчитать те ­

оретически ожидаемое количество бесштэмидных клеток в популяции. 
Для плазмиды pBR 313 это равняется 30 . I Ó I I . 2 , 7 . I 0 T 2 = R „ I . I 0 ­ 1 ­ 0 

клеток или около В1% популяции, что хорошо коррелирует с полученн 



Плазмиды Условия выращивания влазшдного штамма 

неселективные селективные 
^нлаашдных' ' ^плазмидных частота элиг.з1нац1ш 
клонов после клонов-после (элшшнация/генера-

Ъото пересева бого пересева ция) 

рЩ 313 21,8 . 0,0 2,7* К Г 2 

рВК. 322 100,0 61,0 1,5-Ю" 3 

рЩ 325 100,0: 95,5 1 , 2 . Ю - 3 

Таблица 2 

Сравнительная стабильность рВЕ 313 в некоторых итаммах 

ЕвсЬег1сМа со11 

# иересева Маркер Цтаыл 
№ I ' Ш 294 ЫВ 129 Ш 101 

т . • ^ . 89,7 . 95,5 . 100,0 100,0 
X 

Т о 2 75,9 9Ь,5 100,0 100,0 

Ар Е 32,2 99,4 160,0 100,0 
3 

Т с 8 30,6 94,8 99,4 100,0 

В таблице приведен процент клонов, сохранивших данный маркер 
антнбиотикоустойчивости ,от числа клонов, растущих на неселек-

тивиой среде. 

Таблица I 

Стабильность плазшд в штамме Кй, I 



ми в эксперименте данными ­ 78.2#(табл.1 ) . Аналогично рас­

считывая теоретически ожидаемое число бесплазмкдных клеток 
в штамме RR I , несущих pBR 322 и 325 через 30 циклов деле­

ния, получаем соответственно 4,5 и 3,6 клеток на 100 в по­

пуляции. Учитывая число проанализированных клонов (200­300) 
вполне вероятно, что бесплазмидкые клетки не попали в вы­

борку ( т аб л . 1 ) . Результаты, полученные последовательными пе­

ресевами плазмидннх штаммов в неселективных условиях, под­

тверждают правомерность предлагаемого нами критерия часто­

ты элиминации плазмид на клетку за генерацию. 
Для выяснения влияния клетки­хозяина на стабильность 

плазмиды рвн 313, очищенную ДЕК этой плазмиды путем транс­

формации переносили в другие штаммы Е.coli , в том числе 
и в исходно бесплазмидяый штамм RR I , обозначенный наш как 
E S I * . Было обнаружено, что по сравнению с исходно плазмид­

ным E.coli , pBR3I3 более стабильна во всех изученных на­

ми штаммах ( т абл .2 ) . В штаммах HBI0I и 129 после трех пере­

севов на неселективной среде не удалось обнаружить субкло­

нов, потерявших устойчивость к ампициллину. Антибиотикоус— 
тойчивые субклоны этих штаммов были обнаружены при уве­

личении количества пересевов на неселективной среде(табл.3) . 
Наиболее стабильна плазмида в штамме HBI0I, который отлича­

ется от остальных штаммов отсутствием reo А системы. 
Полученные результаты свидетельствуют о влиянии свойств 

штамма­хозяина на стабильность плазмиды pBR 313. Одним из 
факторов стабилизации, по­видимому, является отсутствие в 
штамме­хозяине reo А системы. Снижение частоты элиминации в 
штаммах, неотличающихся по г е с А системе OTRR I предполагает 
наличие и других факторов стабилизации. 

Плазмиды группы pBR несут одновременно несколько 
маркеров антибиотикоустойчивости. Процесс элиминации в 

неселективных условиях роста был прослежен нами для каждого 
из них в отдельности. Характерной особенностью плазмиды pBR 
313 является большая вероятность потери феяотжпжческого 
маркера тетрацикляноустойчивости по сравнению с маркером 
ам щщилляноу сто йчжв ости. 8 меньшей степени это свойствен­

но и плазмиде p B R 322(твбл.4). JUH PBR325 не найдено клонов 
потерявших устойчивость к одному или в двум антябио­



Таблица 3 

Сравнительная стабильность рЩЗГЗ в штаммах 
МВ 129 и МВ 101 Е.соЬ 

Р пере­ Штаммы * клонов, сохранивших маркер 
сева шюммы устойчивости 

I I Ар т Тс 

I . нв 129 100 100 

нв 101 100 100 

2. нв 129 100 99.7 

нв 101 - -
3. •нв 129 100 99.4 

нв 101 100 100 

4. нв 129 100 96.0 

нв 101 - -
5. нв 129 97.0 66.5 

нв 101 100 100 

6. нв 129 64.3 51.8 

нв 101 • - -
7. нв 129 49.2 27.7 

нв 101 92.0 88.0 

8. нв 129 27.1 10.0 

нв 101 - -
9. нв 129 4.3 1.4 

»л 101 56.0 44.0 



Таблица. 4 
Элиминация плаэмидных маркеров антибиотикоустойчивости 
при многократных пересевах на среде ь В (клоны, сохра-

кившие маркер в % от растущих на среде Ь В) 

№ пересева Маркер Плазмида № пересева Маркер 
рВК 313 рВЯ 322 рЕЧ 325 

I . Ар 58.2 100 100 

Тс 21.8 100 100 

3. Ар 1.3 77.5 99.39 

Тс 1.3 77.5 99.39 

6. Ар Д 0 • 63.0 95.49 

Тс 0 61.0 95.49 

Таблица 5 
Элиминация маркеров антибиотикоустойчивости рВЯ 325 
при многократных пересевах на селективной .среде 

№ пересева % клонов, сохранивших маркер : 
• устойчивости ; 

Ар Тс С 

I . 100 100 .; 100 

3. 99.4 99.4 99.4 

4. 97.4 97.4 97.4 

.6. 95.5 95.5 95.5 

7. 88.9 88.9 "•' 88.9 

8. 80.6 80.6 80.6 

Ю. 55.6 55.6 55.6 



тикам.Все три фенотипических маркера плазмиды терялись одновре­

менно (табл.5).Эти результаты указывают на сложность и разшооб­ » 
разность молекулярного механизма элиминации плазмид группы р вн 
из клеток E.coi i . 

Дополнительным контролем фенотилического проявления плазмид 
служил электрофоретический анализ осветленных лизатов отдельных 
клонов,'который во всех случаях подтвердил отсутствие плазмидной 
ДНК при потере клонами всех внехромосомных маркеров антибиотико­

устойчивости. 
Потеря клонами только фенотилического маркера тетрациклино­

устойчивссти сопровождалась уменьшением электрофоретической под­

вижности плазмидной ДНК или рядом изменений её физических свойств. 
Природа этих изменений будет выявляться с помощью рестрикционно­

го анализа.. 

Выводы 

I.Разработан метод количественной оценки элиминации плаз­

мид антибиотикоустойчивости на клетку за генерацию и этим ме­

тодом оценена стабильность плазмид серипрвк в штамме RR I Е. colt. 
2. Стабильность плазмид группы pBR в штамме RR I E . c o l i . • 

увеличивается в следующем порядке: Р вк 313, pBR 322, pBR 325. 
З.Плазмида рт­.а 313 стабилизируется в штаммах HB 129 и осо­

бенно в HB 101 (гес A" ) E.coli. 
4. Для шазмиды PBR 313 характерна частая потеря плазмидно­

го маркера тетрациклжноустойчжвостибез элиминации плазмидного 
генома. 
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Матюшкова H.A., Мокаренкова Г.Н. 

ЛГУ им.П.Стучки 

Условия трансформации некоторых штаммов 
Escherichia coli дезоксирябонуклекновой 
кислотой плазмид группы p B R 

Введение­в клетку бактерий чужеродного гена в составе 
гибридной молекулы ДНК путем трансформации­ или тр&нсфекция, 
является обязательным этапе:.'; з работах по генной инженерии.' 

- 3 отличие от других трансформебельных видов бактерий,E.coü 
ч приобретает состояние компетентности­способность адсорбировать 

и поглощать ДНК ( I ) ,только в результате действия дополнительных 
факторов. К таким факторам относятся,например, обработка клеток 
бактерий хлористым кальцием (2 ) и замораживание­оттаивание кле­

ток (З).Мандель и Хите (2 ) впервые произвели трансфекцию на 
клетках Е. c o l i ., обработанных хлористым кальцием. Б настоящее 
время различные модификации "кальциевого метода" широко исполь­

зуются для плазмидной трансформации (4,5,6).Наиболее высокая 
' эффективность трансформации получена методом Дагерта и Эрлиха 

( 5 ) . 
' Эффективность трансформации в значительной степени зависит 

от индивидуальных особенностей штамма­реципиента Е. сoil.Уровень 
трансформации некоторых штаммов можно повысить действуя доба­

вочными факторами и меняя условия трансформации ( 7 ) . 
Влияние целого ряда факторов на эффективность трансформации 

было исследовано для специфического,созданное для генно­инже­

нерных исследований, штамма E.coü П776,отличающегося пони­

женной выживаемостью/в) 
Нами изучалась эффективность трансформации штаммов С600, 

Ш294, HBI0I, HBI29, кв. I и влияние на нее условий трансформа­

ции дезоксирибонуклеивовой кислотой плазмид группы рвн . 

Материал и методика 

В качестве реципиентов для'плазмидной ДНК использовали широ­

ко применяемые' в генной инженерии штаммы ( табл .1 ) . . 
Культуру.» для трансформации выращивали в среде LB (8 ) .Трав­

сформаты выделяли на агаризированной LB с добавлением анти­

биотиков: тетрациклина 25 мкг/улдашЕЦИллияв 100 мкг/мл. ,хлорам­



феникола (левомицетина) ­ 25 мкг/мл среды. 
ДНК выделяли из плазмидных штаммов RR I методом Гуерри 

и сотрудников ( Э ) . Очистку плазидной ДНК, полученной методом 
Гуерри, от примесей РНК и хромосомельной ДНК проводили хромато­

графией на гидроксил апатит ( 10 ) . 

Таблица I 
Штаммы­реципиенты Е. coli , использованные 

для трансформации 

Генотип 
E~pro leu thi lac УС Str1

* г^" 
Endo I" 

— — R 
Endo I" r B~ Ид" gal lac Str 
P~pro leu thi lacY Str R r^" ш к " 
Endo I" reo A~ 
thr~l leu­6 thi­1 sup. E 41 lac Г 1 
ton A2 

Плазмиды рВн 313 и 322 селектируются по фенртипическим мар­

керам тетрациклин ­ и амшщилин устойчивости (Тс , Ар ) , 
рВ А 325 несет дополнительный маркер хлорамфеникол (левомицетин) 
устойчивости ( СшН ) 

Основой наших методов трансформации служил метод Дагерта 
и Эрлиха ( 5 ) , характерной особенностью которого,по сравнению с 
другими,"кальциевыми методами',' является длительная, в течение 
24 часов, инкубация клеток в хлористом кальции. 

№ варьировали условия трансформации,изменяя параметры ме­

тода : объем вносимого инокулята при выращивании клеток на среде 
из, оптическую плотность трансформируемой культуры, время ин­

кубации в хлористом кал'ции, объем суспензии,высеваемой на с е ­

лективный среды, а также вводя дополнительные этапы охлаждения ­

нагревания. 
Для анализа трансформантов, на наличие маркеров антибиоти­

коустойчивости исп­1ьзовали метод отпечатов на селективнее среды, 
содержащие антибиотик. 

jfe п/п Штамм 
1 RRI 

2 ММ 294 
3 НВ 129 
4 НВ 101 

5 С600 



Эффективность трансформации определяли как число трансформан­

тов, полученных на I мкг ДНК. Частоту трансформации выражали про­

центом трансформированных клеток от общего числа жизнеспособных 
клеток, к которым добавлялась плазмидная ДНК. 

В связи с тем, что не всегда эксперименты проводятся в опти­

мальных для трансформации условиях, за частоту трансформации при­

нимали относительную трансформацию (%) равную проценту от макси­

мальной трансформации в каждом эксперименте ( 5 ) . 
Статистическая обработка данных по влиянию количества высе­

ваемой суспензии и выделению трансформантов на различных селек­

тивных средах проводилась путем сравнения совокупностей с попарно 
сопряженными вариантами. 

Сравнение результатов сводилось к расчету средней разности 
каждой пары вариант и далее к определению границы доверительно­

го интервала средней по формуле 

X + w„ . к ^ , где 

X ­ средняя разность каждой пары вариант, 
* п ­ размах варьирования 
^w99 ~ коэффициент для расчета границ доверительного интервала 

средних по размаху варьирования для уровня достоверности 
99*. 

При доверительном интервале не включающем нуль, различие в 
результатах при различных условиях опыта можно считать доказан­

ным ( 10 ) . 

Результаты и обсуждение* 

Изучаемые штаммы Е. coll различаются по эффективности 
трансформации ( табл .2 ) . К хорошо трансформируемым, относятся 
штаммы м»1 , ММ294, НВ 129, хуже трансформируется штамм HBI0I. 
Штамм С600 выделяется значительно пониженной эффективностью 
трансформации, хотя по .­итературным данным он известен как хорошо 
трансформируемы! ( 5 ) . 



Таблица 2 

Максимальная эффективность трансформации для 
некоторых штаммов Е. c o l i посредством ДНК 
плазмиды рВ R 322. 

Штамм Трансформадты/мкг ДНК 

RR I 2,4 . ю 7 

ММ 294 2,0 . IO 7 

HB 129 1,0 . ю 7 

HB 101 2,3 . IO 6 

С 600 2,0 . IO 4 

В некоторых опытах эффективность трансформации была значитель­

но ниже максимальной, хотя трансформация проводилась с соблюде­

нием всех параметров, предусмотренных методикой. Это, по­видимо­

му, объясняется вариабильностью каких­то неконтролируемых условий 
трансформации. Отсутствие постоянной эффективности трансформации 
в серии опытов отмечалось и для штамма Х1776 ( 6 ) . 

Изменение некоторых параметров трансформация, позволило вы­

явить их влияние на эффективность. 

Условия выращивания культуры 

Уменьшение объёма начального инокулята, выращиваемой для 
трансформации культуры приводит к увеличению эффективности транс­

формации ( табл .3 ) . По­видимому, при заражении большим количеством 
**пкулят8 вносится больше погибших клеток, ингибдрующих развитие 
компетентной хулътуры. 

­ Таблица 3 

Зависимость эффективности трансформации Е. оо11 кв I 
плазмидной ДНК рВК 322 от объема начального 

' ' инокулята (клеточная суспензия: среда ВВ ) 

* ц/п Объем начального Трвнсформанты/мкг ДНК 
инокулята •• . , .. 

1 1: 100 3,4 . 10 6 

2 I : 200 4,7 . Ю 6 ; 

3 I : 1000 1,3 . Ю 7 



Определение оптимальной оптической плотности культуры, вы­

ращиваемой для трансформации, показало, что максимального значе­

ния частота трансформации достигает при 01.540=0,21­0,26 (кювета 
3,08 мм) (рис .1 ) . 

Это несколько выше оптической плотности рекомендуемой в 
данной методике ( 5 ) . Однако при этой оптической плотности культу­

ра также находится на ранней логарифмической стадии роста. 

Влияние длительной инкубации В CaCi 2 

Увеличение времени инкубации клеток в хлористом кальции до 
24 часов повышает эффективность трансформации ( табл .4 ) , что со­

гласуется с данными Дагерта и сотрудников, подученными на других 
штаммах ( 5 ) . 

Таблица 4 

Зависимость эффективности трансформации Б.co l i 
RH : . плазмидной ДНК рВК 322 от времени инкубации 
в 0,1 M CaCl 2 

Время инку­ Трансформанты/мл Клетки/мл % трансформантов 
бацни в 
CaCl 9 ( ч а с ) 

I 4,5 . I 0 3 2,3 * 10 й 1,97 . К Г * 

3 . 7,2 . I 0 3 • .2,3 . I 0 8 3,13 . Ю ­ 3 

I ? 10,6 . Ï 0 3 2,1 . I 0 8 5,05 . 1СГ3 

НА 13,7 . I 0 3 I . I . I 0 8 J2.50 . К Г 3 

Высев трансформированных клеток на 
селективные среды, 

При изучении экспрессии трансформантов на селективных сре­

дах, содержащих ампициллин или тетрациклин, было показано, что 
различия в экспрессии недостоверны ( т аб л . 5 ) . 





Таблица 5 

Сравнительная экспрессия трансформантов штамма RR I 
2. c o l l на селективных средах с ампициллином и 

тетрациклином. 

ДНК плаз- * Трансформанты/мкг ДНК Разность 
миды варианты Селективные среды пары вариант 

Тс . А р £х} 
рВя 322 I 1,8 . 1 0 ° 1.8 . 10 & О 

2 3,0 . 10 6 4,0 . ГО 6 - I 
3 6,8 . Ю 5 1,8 . Ю 6 -11,2 
4 6,0 . 10 5 5,8 . Ю 5 + 0,2 
5 4,6 . К Г 4,3 . Ю 5 + 0,3 
6 2,4 . Ю 6 2,4 . Ю 6 О 

PBR3I3 I 1,4 . Ю 5 1,8 . I 0 5 - 0,4 
2 6,1 . Ю 5 8,2 . ГО 5 - 2,1 
3 1,2 . I 0 5 1,2 . Ю 5 О 
4 5,4 . Ю 5 6,0 . Ю 5 - 0,6 
5 2,8 . Ю 5 2,6 . Ю 5 + 0,2 

рВК'322 X -1,17 
. 10.9 

: i:...2,,.43. 
pBR 313 ^ JL • - 0.29 

2,3 
+ 0,47 



Эффективность плазмидной рВН 313 трансформации 
Е. coll ? i I в зависимости от количества высеиваемой 
клеточной суспензии на селективную.среду с 
тетрациклином 

* вари­ ТранссЬориантн/мкг ДНК Разность 
анты Объем клеточной суспензии в, мл. , пары вариант ( х ) 

ОМ • 0.05 
~ 1 4,4 . 10 й • 5,1 . 1 0 ° ' '• - 0,7 

2 5,8 . Ю 5 2,9 . Ю 5 + 2,9 
3 8,0 . Ю 4 3,8 . Ю 4 + 4,2 
4 8,0 . Ю 4 2,6 . Ю 4 . + 5,4 
5 8,0 . Ю 4 2,4 . Ю 5 - 16 
6 2,0 . Ю 4 1,0 . Ю 5 - 8 
7 3,0 . Ю 4 1,4 . Ю 5 - I I 
8 7,9 . 10 5 6,9 . Ю 5 + 1 
9 1,6 . Ю 6 9,0 . Ю 5 + 7 

10 8,4 . Ю 5 4,7 . Ю 5 + 3,7 

X - 1.5 
• ' •• 23 

+ 6,94 

Дагерт и Эрлих рекомендуют высевать на селективную среду 
10 мкл трансформированной культуры, т.к. при высеве 100 мкл ко­

личество трансформантов увеличивается только в 5 раз. Как видно 
из таблицы 6 количество трансформантов на I мкг плазмидной ДНК 
не зависит от увеличения количества высеваемого­материала до 
50 мкл, Так как различия в эффективности трансформации недостовер­

ны, более удобно пользоваться дозой высева 0,05 мл для более 
точного определения числа трансформантов. 

Таблица 6 



Дополнительный этап нагревания­охлаждения 

Введение в методику дополнительного этапа нагревания кле­

точной суспензии при 37°С ­ 5 мин, после выдерживания в С а С 1 2 , 
а затем охлаждения при 0°С ­ 10 мин до добавления плезмидной 
ДНК, повышает количество трансформантов примерно в 10 раз,даже 
в опытах с пониженной эффективностью трансформации (рис.2) .До­

полнительное нагревание и охлаждение клеточной суспензии после 
добавления плазмидной ДНК также увеличивает число трансформан­

тов,но в значительно меньшей степени. Введение в опыт двух до­, 
полнительных этапов нагревания­охлаждения.напротив,снижает час­

тоту трансформации.Эти закономерности характерны для всех изу­

чаемых в данной работе штаммов. Введение дополнительного этапа 
нагревания­охлаждения рекомендуется наш как модификация к. ме­

тоду М.Дагерта с целью повышения частоты трансформации. 
Надо отметить,что оптимизация трансформации путем измене­

ния выше перечисленных параметров методики,введение добавочного 
этапа нагревания­охлаждения не помогли добиться превышения мак­

симального уровня эффективности трансформации для каждого из 
штамма, а только повышали частоту трансформация в конкретных 
экспериментах. 

Выводы 

I.Штаммы Е. coli .Трансформируются дезоксирибонуклеиновой кисло­

той плазмид группы, рвя с различной эффективностью: наибольшая 
эффективность трансформации характерна для штамма нлт 1­2,4. 

Л О ' трансф./мкг ­ ДНК, наименьшая эффективность для 'штамма 
С600 ­ 2,0 . Ю 4 трансф./мкг ДНК. 
2. Показано влияние условий выращивания культуры И времени инку­

бации культуры в CaCig для трансформации, выделения трансфор­

мантов. 
3.Введение в методику Дагерта дополнительного этапа нагревания­

­охлаждения повышав', частоту трансформации в 10 раз. 



•относительная трансформация (%) 

10О 

р я ш рЕлзгг; рев. Щ р&кзиь­

Рис.2, Влияние дополнительного этапа' охлаждения­нагревания на трансформацию 
штамма них Е.оо11 

О ­отсутствие дополнительного 
этапа нагревания­охлаждения 
­дополнительный этап охлажде­

ния­нагревания клеточной сус­

пензии 

ГГП ­дополнительный этап охлаждения­нагре­

Ц ~ вания клеточной суспензии с добавлением 
плазмидной ДНК 

­2 дополнительных этапа охлаждения­наг­

ревания клеточной суспензии I 
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КГУ им.В.И.Ульянова­Ленина 

Получение сферопластов и исследование 
внутриклеточного пула белков и ферментов 
Bacillus intermedius 7Р 

Bacillus intermedius 7Р привлекает к себе внимание иссле­

дователей как активный продуцент внеклеточной щелочной рибону­

клеаэы /1 ,2,3/. Нам представляется интересным провести иссле­

дование ряда внутри­ и внеклеточных гидролитических ферментов, 
в частности, фэсфатззы и протеазы. Это дает дополнительные 
сведения о физиолого­биохичических свойствах данного вида бак­

терий и позволит определить потенциальные возможностиВе» . 
intermedius как продуцента внутриклеточных ферментов. 

Материалы и методы 

Bacillus intermedius 7Р выращивали на среде, описанной 
ранее /4/ с добавлением н а2НР04 в концентрации. 10 мг % в ка­

честве источника неорганического фосфора (среда I ) и без него 
(среда 2 ) . Культуру выращивали в колбах объемом 750 мл, содер­

жащих по 100 мл среды, на качалке при температуре равной 
28°£l° . Посевной материал выращивали при 28° в течение 12 и 
24 часов для сред I и 2 соответственно. Клетки центрифугирова­

ли стерильно при 3000g в течение 30 минут. Затем клетки ресус­

пендировали в минимальном объеме среды и засевали рабочие кол­, 
бы так, чтобы оптическая плотность не превышала 0,4 ­ 0,5 опт. 

ад. ••'ШШШйШ^^Ш'-
Для получения сферопластов клетки собирали на центрифуге 

К­70 за 30 минут при 3000 g . Клетки тщательно отмывали от сре­

ды 0,01 М трис­HCI буфером, pH 7,5 с 0,01 Ы M g C I 2 и 20* саха­

розой и центрифугировали при 10000 g . Отмытые клетки тщательно 
суспендировали в минимальном объеме буфера, затем объем дово­

дили до 30 мл. Добавляли 2 мл отечественного лизоцима (10 мг 
в мл ) , растворенного в этом же буфере. Инкубировали в термо­

стате при 37° в течение 20 минут при постоянном перемещиваняи. 



Превращение клеток в сферопласты контролировали под световым 
микроскопом. Сферопласты отделяли от периплазматической жид­

кости центрифугированием при IOOO0 g 2 0 минут. Супернатант 
использовали для определения активностей фосфатазы /5/ , про­

теазы / 6 / . 
Белок определяли методом Лоури /7/ и спектрсфотометричес­

ки при 280 ни. 
Сферопласты разрушали осмотическим шоком. Нуклеиновые кис 

лоты осаждали стрептомицин сульфатом (конечн.конц.0,7*). Осаж 
дение проводили на холоду в течение 1 0 минут. 40 минут выдер­

живали в ледяной бане для формирования осадка. Осадок удаляли 
центрифугированием при 5000g за 15 минут. Супернатант слива­

ли и подвергали повторному центрифугированию при 35000g в те 
чение двух часов. 3 «упернатанте определяли белок и активнос­

ти ферментов. 

Результаты и их обсуждение 

При подборе условий для получения сферопластов изучали 
действие разных концентраций лизоцима 2 0 0 , 4 0 0 , 600 , 8 0 0 мкг 
не культуру Bacillus intermediue .Установлено, что первые 
сферопласты появляются при концентрации 200 мкг/мл, однако 
встречаются очень­редко ­ это лишь единичные случаи. При кон­

центрации 4 0 0 мкг/мл до 2 0 * клеток превращаются в сфероплас­

ты, при 6 0 0 мкг/мл ­ более 50*. Практически полностью культу­

ра превращается в сферопласты при концентрация лизоцима 
8 0 0 мкг/мл.» 

Выход сферопластов значительно увеличился при повышении 
температуры инкубационной смеси от 30 до 37°, при этом вре­

мя инкубации сократилось от 60 до 20 минут. В качестве осмо­

тических стабилизаторов использовали I М N аС1 и 20* сахаро­

зу , причем в присутствии последней сфероплвсты оказались бо­

лее стебильнн, поэтому в лпльнейшем использовали сахарозу. 
На рис.1 предстевлепн кривые, отражающие динамику роста 

микроорганизмов на средах I и 2. На среде с фосфором экспо­' 



ненциальная фазе продолжается 12 часов, на среде без фосфора 
она в 2 раза длиннее, т . е . 24 чеса. Из рис.1 видно, что на 
среде I в точке максимального накопления биомассы урожай кле­

ток в 2,5 раза выше, чем на среде 2. 
№ проводили сравнительное изучение внутри­ и внеклеточ­

ных ферментов гидролитического характера на разных стадиях 
роста: в середине экспоненциальной фазы (8­й и 12­й час на . 
средах I и 2 соответственно) и в точке, когда культура пере­

ходила в стационарную фазу (12­Й и 24­й часы на средах I и 2 
соответственно). . 

В табл . I представлены данные по изучению выхода белка из 
периплазматического пространства в инкубационную смесь после 
получения сферопластов и белка, полученного в результате ли­

зиса сферошгастов. Из таблицы видно, что в экспоненциальной 
фазе роста выход цитоплаэматических белков превышает выход 
белков периплазмы в среднем в 1,6 раза, в то время как к на­

чалу стационарной фазы ­ в среднем в 3 раза. 
<В табл.2 представлены данные по изучению активности ще­

лочной фосфатазы и ее локализации. 
Эти ферменты активно секретируются клеткой при дефиците 

фосфора в среде. На среде, содержащей неорганический фосфор, 
их выделение сокращается в 10 и более раз. В этом случае их 
содержание в цитоплазме в 10 раз выше, чем в периплазме. 

По­зидимому, неорганический фосфор в среде не только ре­

прессирует синтез внеклеточной фосфатазы, но и угнетает про­

цесс секреции фермента из цитоплазмы в периплазму и в среду. 
Далее была изучена каэеинолитическйя активность Вас. • 

1 п 1 в г т в < 1 1 и в . Как видно из табл.3, актгпзность фермента в 
большей степени обнаруживается в культуральной жидкости. 
Очень низкая активное.ь (порядка 5­20 чд/г биомассы) найде­

на в периплазме и цитоплазме, возможно это связано с ингиба­

руташим влиянием на проте*>зы собственных белков клетки и ка­

кого­то специфического ингибитора. 



Биомасса, 
опт.ед. 

(время,час) 

Рис . 1 . Динамика роста Bacillus intermedius 
1- на среде без фосфора 
2- на среде с фосфором 



Таблица I 

Содержание периплазматических и цитоплазмати­

ческих белков в клетке на разных фазах разви­

тия культуры, выращенной на средах I и 2 

С р е д а I ! С о е д а г 
Белок : Белок ! Белок : 
Лоури : А ? о П ! Лоури : 

* мг/г био: овт.ед. ! ыг/г бы: 
, массы(бм> /г бы ! » 

Белок 
А 280 
опт.ед, 
г бм 

Середина 
экспоненци­

альной фазы 
роста 

Белки пери­

плазмы 
Белки цито­

плазмы 

16 

31 

65 

64 

26 

45 

72 

68 

Начало ста­

ционарной 
фазы роста 

Белки пери­

плазмы 
Бедки цито­

плазмы 

6 

50 

35 

73 

28 

70 

77 

134 



Активность внутри­ и внеклеточной фосфатаэы (рН 8,6) 

в середине экспоненциальной и начале стационарной фазы роста 

Культуры на средах I и 2 

Активность фосфатазы в середине 
экспоненциальной фазы роста, 

ед/г биомассы 

Активность фосфатазы в начале 
стационарной фазы роста, 

ед/г' биомассы 

в НЖ В пери­
плазме 

В цито­
плазме 

в га В пери­
плазме 

В цито­
плазме 

Среда I 

Среда 2 

330 

3300 

98 

600 

910 

600 

230 

3800 

81 

360 

1000 

1100 



Активность протеазы в середине 
экспоненциальной фазе роста, 

ед/г биомассы 
(20 весов гидролиза, 

Активность протеазы в начале 
стационарной фазы роста, 

ед/г биомассы 
(20 часов гидролиза) 

В КХ В пери­
плазме 

В ц и т о ­
п л а з м е 

В юх В пери­
плазме 

В цито­
плазме 

С р е д а I 

С р е д а 2 

1700 

5600 • 

5 

4 

20 

I 

1800 

4600 

б 

I 

20 

I 

Активность внутри­ и внеклеточной протеазы ("рН 8,5) 

в середине экспоненциальной и начале стационарной фазы роста 

культуры на средах I и 2 



Выводы 

1. Овтиквльяымя условиями лизиса клеток середины и конца 
экспояевпдялъкоГ; фазы ростг Bacillue lntermediue 
лвляютея концентрация лкзоцнма ­ 800 ист/мл, температу­

ра 3 7 ° , время инкубации 20 мин. 
2 . Установлено, что н° среде, обогащенной неорганическим 

фосфатом (Фн) , активность щелочной фосфатазы в цитоплаз­

ме в 10 раз выше, чем в периплезме. На среде без Фн эк­

• ' т й э н о с т ь фермента в периплазме и цитоплазме одинакова у 
хлетон середины экспоненциальной фазы роста; у клеток 
стйцконвгвой фазы роста в цитоплазме активность фосфотазы 
в 3 раза вшие, чем в периплазме. 

3 . Поксзаио, что казеянолитическая ектявность Bacillus 
iatero.etUu« незначительна. 
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Разработка иммунологической тест­системы для 
детекции ферментативного дезаыинирования поли­А 

Модификации первичной структуры полинуклсотидов оказывают 
существенное влияние на регуляцию различных процессов пизнедея­

тельно пти клеток. Например, в результате постсинтетических измене­

ний в структуре мРНК, таких как присоединение последовательности 
поли­А, укорачивание ее и д р . , происходит превращение первичного 
транскрипционного продукта в функционально зрелую мРЫК ( 1 ­ 8 ) . Из­

вестны также модификации нуклеиновых кислот другого характера ­

. без изменения длины шлинуклеотидной цепи, в о образованием так 
называемых минорных оснований, возникающих в результате энзимати­

«еского изменения обычных азотистых оснований ( ­9­ I I ) . Однако био­

логическое значение, а также механизм модификации полинуклеотидов 
изучены еще недостаточно. Одной из причин этого является отсутсту 
вие высокочувствительных, специфичных и быстрых методов определе­

ния минорных компонентов в составе нуклеиновых кислот. Разработка 
таких методов является предпосылкой успешных структурно­функцио­

нальных исследований различных классов нуклеиновых кислот. 
Нами разработан иммунохимический подход для детекции деза­

мияпрованкых оснований в составе полинуклеотидов. 

Методика 

Синтез антигена. Антиген, представляющий собой конъюга?^ 
инозина или инозинмонофосфата с белком­носителем, синтезировали по 
методике Эрлангера и Байсера, предложивших способ конъюгации ну­

клеозидов и нуклеоткдов с бычьим сывороточным альбумином (БСА) 
( 12 ) . По этому же методу конъюгировали инозин или инозинмонофос­

фат с человг юским сывороточным альбумином (ЧСА), который исполь­

зовали для выделения антител.Соотношение молей куклеозида или 
иуглеотида к моллм БСА в конъюгате вычисляли по следующей форму­

^ ( 13 ) п = Щ (Ag6C £ УИ) где 
Е 2 6 ­ 5 ^ ° ( А 2 6 0 н м / А 2 е с , ш ) 

ц ­» число связанного нуклеотида или нуклеозиа на моль БСА. 



А26с/^280 ~ о т н о ш е н и е поглощения конъюгатом при 260 нн к поглоще­

нию при 280 нм. 

FjECA и ^ТСА " коэф^ииД61™ молярной экстинкции БСА при 280 и 260 нм 
соответственно. 

2¡280 и j¡260 _ коэффициента молярной экстинкции нуклеотидов или 
нуклеозидов при 280 и 260 нм. 

йтчундзация кроликов. Для иммунизации кроликов использовали рас­

твор лиофялизировэнного антигена в концентрации 2 мг/мл. Кроликов 
породы "Шиншилла", весом 2,0 ­ 2,5 кг иммунизировали тремя различ­

ными дозами антигена: 2000, 750 л 75 мкг/кг веса животного. Первая 
подкожная инъекция антигена проводилась в смеси с адъювантом £рей­

нда (14). Последующие две инъекции делали без адъюваыта с недель­

ным интервалом, е через 30­40 дней проводили реиммунизьцим кроликов. 
Пробы кропи. Отбоп проб крови производили через 7 дней после каж­

дой инъекции из ушной вены кролика. Объем пробы.­ 5-10 мл. По окон­

чании цикла иммунизация, проводили тотальное обескровливание к р о ­

лика через сонную артерию. 

Выделение антител. Сыворотку ­крови получали центрифугированием 
30 мин при 3000 об/мин. Глобулиновую фракцию сыворотки выделяли 
высаливанием сульфатом аммония 40*­ного насыщения при 0 ° . Осадок 
отделяли центрифугированием 30 мин при 6000 об/мин., растворяли в 
0,9* растворе хлористого натрия и диалкзоветси 16 чесов на холоду 
против этого же раствора, после чего цеятрифугиаоаалз 30 мин при 
6000 об/мин. 
Очистка антител. Счистку антител проведали нчмуносорбивей на 
конъюгате инозина или икозиямэаофосфа"а с ЧСА, присоединенном к 
активированной цианбромидом сефарозе. .4 .5 (Фармация, Швеция), lio 
методу описанному Макаровой и Гольдферб (15). Иммунэглобул&.эвую 
фракцию сыворотки наносили на колонку (0,7 х 7 см) со скоростью 
5' мл/час. Для промывания колошей исцо'Т.зовела фосфатный буфер 
рН 7,5, содержащий 0,15 М хлорид кагркя, который пропускали че ­ . 
рез колонку со скорость" 20-30 Цд/чьС» Антитела элюйровеля 0,17 И 
буфером глицин ­ Н01 •, рН 2,3. Фракции, подержацуз балок, объеди­

няли и диализовали против 0,1 М фосфатного буфера рН 7^5. 
СЕоцифячностЬ и активность вкттычороткг опредеггли з реак­

ции двойноИ радиальной иммунодкффузпв: з 1,5* агаре ;Дгфло»СиА) 
(15) . 



О титре актисыво^ютки судили по конечному разведению антигена, ко­

торое еще дает преципитацию с антисывороткой. 
Дезаш­шкрование. поли­А бесклет очным экстрактом гриба PenioiIlium 
lHrioso­virifirt исследсвели в инкубационной смеси следующе­

го состава: 0,1 мл раствора поли­А (в концентрации 2 ж/т) в 
0,1 М фосфатном буфере рН 7,5 и 0,3 мл экстракта клеток гриба в 
том же буфере. Инкубацию проводили в термостате при 37°С в течение 
15 мин. О дезаминированкк поли­А судили по образованию специфичес­

кого преципитата з реакции двойной радиальной имаднодиффузии при 
взаимодействии антител.с инкубатом. 

Реакцию двойной радиальной пчмунодиффузпи проводили на стек­

лянных пластинках (7 х 12 см) в 1,5/£­ном агаре ( Difico, С М ) . С 
этой целью в агаре Еырезали лунки: центральную ­ для антител или 
антиекзоротки, диаметром 8 мм; и периферические ­ для анализируе­

мых к контрольных растворов, диаметром 3 мм. 

• Результаты и их обсуждение 

В результате подбора оптимальной дозы иммунизации наиболее 
пригодной оказалась доза 750 мкг/кг весе, ( рис .1 . , табд.1) . 
Сыворотка, полученная пои имуунизации кроликов этой дозой антиге­

на обладает достаточно высокой активностью и специфичностью. При 
использовании антигена в дозе 2000 мкг/кг сыворотка оказалась по­

лиспецифичной, а при использовании дозы антигена 75 мкг/кг ­ не­

• достаточно активной. Как следует из таблицы I . , все полученные сы­

воротки положтельно реагируют с ЕСА, т . е . с белком­носителем, 
входящим в состав конъюгирэваяного антигена. Однако, после очистки 
на иммуносорбенте (рис.2. ) были получены антитела, не преципити­

. ровавшпе БСА, в реакции двойной радиальной шлмунодийуузип ( табл .1 ) ; 
Выход антител из I мл глобулинозой фракции сыворотки ­ 0,8­1,2мг. 
Полученные антитела использовали для определения продуктов деземи­

нироваяяя поли­А, образующихся после ее_ инкубации с бесклеточным 
экстрактом гроба Penici'lium 1аплао ­ viride (;.ис.З). Поло­

жительная реакция прелдалтецки с кэнъюгп^ озанкс­м антигеном инку­

бате ].олн­.\ с бесклеточным экстрактом гриба и отсутствие реакции 
в остальных контрольных растворах свидетельствует в пользу образо­

вания в гнк'"б£Цпопнэй смеси продуктов дезамлнировзнпя поли­А ­ ее. 
кнезкловкх производных. 



ВО время 
( дни ) 

Рис.1. Динамика нарастания титра антител з сыворотках 
кроликов,иммунизированных различными дезами конъаги­

рованного антигена 
Одноразовая доза антигена: I­2CO0 мкг 

11­750 мяг 
Ш ­ 7 5 ш. 

Т* ­титр,определенный по конечному разведена антигена,кото­

рое еще дает видит И преципитат с определенным количеством 
сыворотки 
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Таблица I 

Специфичность актисывоооток, полученных 
иммунизацией кроликов конъюгатом БСА с 
ИМФ 'л инозином в реакции двойной радиальной 
диффузии в 1,5* агаре * 

\ Антиген \ Антиген 
Доза\ 
ИММуНиХ 
эации N. 
ккг/кг. \ и

н
о
зд

н
­Б

С
 

п
о
л
и
­Л

 я 
к 
С) 
о 
ЕС 
О 

Т 

8 1 И
Н
О
З
И
Н
 о? 

С5 
Ж 
о» 

1Б
С
А
 

Ч
С

А
 

2000 ++ ++ ++ ,1 л ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
750 + ' + - — - + - — — + + -
75 + + + + -

750 после + + - * -. + - — - " - - -
аффинной 
хроматогра­

фии 

Обозначения: + образование специфического преципитата 
£ образование слабого специфического преципитата 

++ образование, значительного неспецифического 
преципитата, затрудняющего учет реакции. 



Рис. 2 . Профиль элюции антител при хроматографии глобуличо-

вой фракции сыворотки на колонке инозин-САЧ-сефарозы 4В 



1 'Рис.3. Реакция двойной радиальной иммунодиффузии 
. в 1,55?­ном агаре * 

к В центральную лунку внесено 40 мкл раствора антител, получен­

ных после, иммуносорбции. 
В периферические «тунки в объеме 10 мкл (леходше р­ры 2мг/мл, 
резбявленше 1:32)внесены следующие растворы: 

1.Конъюг2гованныС антиген 
2.поли­А 
З . Ю ' • : 

4 . А Ю 

5. Экстракт гриба без поли­А ь 

6.Экстракт гриба госле инкубации с поли­А. 

Наличие этих продувов удалось констатировать только при 
использовании экстрактов .гриба на определенных стадиях развития ­

на начальных фазах перехода стерильного роста вегетативного мице­

лия к образованию конидиеносящих клеток ­ метул и фиаллид. Это 
косвенно свидетельствует о связи процесса экзиматического дезамини­

j звания поли­А с дифференциацией клеток гриба Peniolilium. lanoao­

. По вест.'..; ДЕННЫМ МЫ пока не можем судить с глубине происходя­

щего дезамжировяяия, т .е . с соотношении и взаимном расположении 
нуклеотг^пэ в о^езовавсемел из поли­А гетерополинуклеотиде ­ АН. 
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Это является предметом дальнейшего исследования. 

Выводы 

1. Из сыворотки крови кроликов получена высокоспециф гческая 
фракция антител, преципитирующая с инозиловым остатком в составе 
макромолекул, в том числе с коньюгатами инозина и инозиловой ки­

слоты с белком и с синтетической полиинозиловой кислотой. 
2 . С помощью иммунохимического теста впервые получены данные 

указывающие на дезаминировапие полиадениловой кислоты ферментом 
экстракта мицелия гриба Pénicillium laroso­viride. 
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Вульфа Л.Я.,Вилке СР..Романове H.A. 
ЛГУ им.П.Стучки 

Дезаминирование аденозина культурами ризосфервых 
микроорганизмов 

Аденсзиндезаминаза является одним из ключевых ферментов 
Еуринового обмена. Показано важное значение этого фермента 
для '•ормального функционирования клеток млекопитающих и целе­

сообразность дальнейшего его исследования с целью практическо­

го применения в медицине. Предполагается, что источником фер­
мента смогут служить микроорганизмы (Шпрунка, 1978). 

• С целью получения продуцента аденозиндеземиназы продолжа­

ются поиски активных культур микроорганизмов среди представи­

телей различных экологических групп. Было установлено, что аде­
нозиндезаминазой активностью обладают почти все проверенные ак­
тиномицеты ( Sawa,llagara,н-жпа, 1967, Вилке, Вульфа, 1978), 
но активность фермента низка. Широко аденозиндезаминаза распро­

странена среди.представителей эпифитной микрофлоры (Вилке, 
Вульфа,1978). Из этой группы выделен активный штамм Flavo-
tacteriun breve (Вилке, Вульфа, Нейберга,1980). 

В настоящей работе исследовалась микрофлора ризосферы как 
источник перспективных продуцентов аденозиндезаминазы. 

Методика 

Чтобы выделить из ризосферы и ризопланы микроорганизмы,ис­

пользующие аденозин в качестве единственного источника азота, 
применялся метод накопительных культур, а потом на плотной сре­

де выделялись чистые культуры. «. 
Для исследования брались растения из 3 семейств: 
сем.Роасеае т кукуруза (Zea mays L, ), 

мятлик луговой ( Po* annua Ь.), 
сем. Legu-lnoene- _ фасоль ( PhaseoluB vulgaris Ъ) , 

КОНСКИе бобы ( *аЪа vulgārie 
Moench í » 

сем. Aeteraceae ­цикорий обыкновенный ( Cicharium 
intybus L . ) , 

салат посевной ( Lactuca eativa Ф, 
Ризосферная микрофлора и корневая микрофлора выделялась по 

методу, описанному в работе З.Т.Разумовской и др . ( I960 ) . 



Состав накопительной среды (г/лЬКН^РО^­!, К^РО^ ­ I , 
М к э 0 4 . 7Н20 ­ 2, аденозин ­ 2, глюкоза ­ 10г или этиловый 
спирт ­ 40 мл,дистиллированная вода. Среда без источника углерода 
стерилизовалась при I атм. 20 мин. После стерилизации к среде 
добавлялся стерильный раствор глюкозы или этиловый спирт. Мине­

ральный фон среды рекомендован Е.Ф.Берёзовой (Разумовская я др . , 
1960). 

Смывы с корней или суспензии корней вносились в количестве 
I мл в 100 мл колбы с 30 мл .среды. Культивирование проходило 
при 26°С 3 суток. В случае роста делались два пассажа в такие же 
условия. Для выделения чистых культур из накопительных использо­

вались чашки с обогащенным капустным агаром, приготовленным по 
рецепту, предложенному Ю.М.Возняковской и О.Т.Широковым (Разумов­

ская и др.,1960) . Эта же среда использовалась для поддержания 
культур. 

Продукты катаболизма аденозина в культурах выделенных микро­

организмов определялись методом восходящей хроматографии на бу­

маге Гцггак ТВ ­ I I в системе ­ этилацетат: уксусная кисло­

та: вода ( 3 : 1 : 1 ) . Продукты катаболизма обнаруживали по поглощению 
ультрафиолетовых лучей на ультрохемископе. 

Для хроматографирования на бумагу были наложены агаровые 
диски (диаметр 8 мм) из 1­3 суточных культур на выше указанной 
синтетической среде. (Муйжниекс, Витолс, 1980). 

Результаты 

Из шести видов растений выделено всего 78 культур микроор­

ганизмов, использующих аденозин в качестве единственного источ­

ника азота. Из них 32 культуры (39,7* ) выделены на среде с эти­

ловым спиртом, а 46 культур (60,3* ) ­ на среде с глюкозой. В р е ­

зультате макроскопических и микроскопических наблюдений установ­

лено, что 49,3* выделенных культур ­ бактерии, 36,9* ­ дрожжи, 
13,7* ­ микромицеты. Нг среде с этиловым спиртом наблюдался 
главным образом рост бактерий, не были выделены культуры грибов, 
а на среде с глюкозой выделены бактерии, дрожжи и микромицеты. 

52* культур, использующих аденозин в качестве единственно­

го источника азота, выделено из ризосферы, е 48* ­ из ризопланы. 
Состав аденозиниспользующих микроорганизмов по группам для ри­

зосферы и ризоплзны, существенно не отличается,за исключением 
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микромицетов, которых в ризосфере мало ( т абл .1 ) . 

Таблица I . 

Групповой состав в % микроорганизмов ризосферы и 
ризопланы,использующих аденозин в качестве единственного 
источника азоте 

Ризосфера Ризоплана 
бактерии 47,3 51,5 
дрожжи 34,2 40,С 
микромицеты 18,5 8,5 

Наибольшее количество аденозинислользующих культур выделено 
из ризосферы и ризоплаш салата (20 культур), из остальных объек­

тов около ­ 14 культур. Это свидетельствует о широком распростра­

нении и значительном разнообразии микроорганизмов, которые могут 
использовать аденозин. Можно предположить, что корневые выделе­

ния содержат некоторое количество аденозина. 
В отличии от млекопитающих, микроорганизмами начальный ка­

таболизм аденозина может осуществляться двумя путями: 
1)аденозин инозин ­> гипоксантин; 
2) аденозин аденин ­» гипоксантин 

(!1^рунка, 1978). 
Как возможные продуценты аденозиндезаминазы нес интересовали мик­

роорганизмы, разлагающие аденозин по первому пути. 

Таблица 2 

Пути разложения аденозина микроорганизмами ризосферы 
и ризоплаш 

Источник Группа микро­ К­во культур. разлагающих 
выделения ормнизмоз аденозин+инозин аденозин­* аденин 

Ризосфера бактерии 13 I 
дрожжи 7 6 
микромицеты 4 I 

Ризоплана бакте рии 15 0 
дрожжи 7 о 
иикромицеты 2 0 



Подавляющее большинство выделенных бактериальных культур 
дезамикируют аденозин с образованием инозина, поэтому будут 
исследованы как возможные продуценты аденозиндезаминазы. Сре­

да выделенных дрожжей встречаются оба пути катаболизма адено­

зина. Так как культур миксомицетов выделено мало, трудно д е ­ •• 
лать выводы. , . 

Выводы^ 

1.В ризосфере и пизоплзяе растений широко распространены 
микроорганизмы, использующие в качестве единственного источ­

ника азота аденозин. 
2.Большинство бактерий, выделенных из ризосферы и ризо­

планы, дезаминируют аденозин до инозина. 
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Ревелиня В,Р. 

ЛГУ иы.П.Стучки 
Аденилатдезамияаза Penioillium lanoso­viride. 

Изменение активности в процессе роста и в зависи­

мости от условий культивирования 

Дезаминазы аденилоздх нуклеотидов найдены и описаны у микро­

СКОПИЧескЙХ грибоз Microsporum audouini ( 1 , 2 , 3 ) , Saccharo­
myces v,erevieiae (4) в у ряда грибов, принадлежащих к роду 
Aspergillus ( 5 ) . Наиболее изученным является фермент из А. 
огугае (6,7 ,8 ) . 

Однако данные по изучению аденилатдеэаминазной активности 
в различных условиях культивирования, что могло­бы давать ответ 
о физиологической роли дезаминаз, весьма малочисленны. Существу­

ет только мнение, что индуцибельная АШ> ­ или аденилотдезаминаза 
А. oryzae аналогично как и адекозиндеземиназа слизистой обо­

лочки тонкой киши животных выполняет функцию "пищеварительной 
системы" ( S ) . 

Больше ДОННЫХ Имеется' насчет физиологической роли едено­

зякдезаминаз у бактерий, особенно у бацилл (10,11,12) , у которых 
отмечена повышенная дсзаминазная активность в спорулипующих клет­

ках, именно в четвертой стадии споруллции, характеризующейся 
образованием кортекса (13,14,15) . 

В данной работе представлен материал по изучению АШ­деза­

мипэзной активности во время роста гриба P*nicillium lanoso­
viride и в зависимости от условий культивирования на плотных 
и жидких питательных средах различного состава. 

Методика " 

Гриб Р. lenoso­viride культивировали при 28°С на 
качалках (режим 100 ос. JHH . ) в'колбах Эрленмейера (20 мл среды 
в'100 мл колбе) в жидкой среде следующего состава (среда С H P ) : 
янтарная КИСЛОТУ ­ I г/л, глицерин ­ 3 мл/л, ( ) 2

 s 0 4 ­1г/л, 
КНЗД ­ 3 г/л , KCl ­ 2,5 г/л , K«S04 _ о д г / л . Среда СР не 
содержала ( »Н 4 ) 2 s o 4 . , среда ск _ KEJP04. Ь соответству­

ющих плотных средах добавлялся йгар ­ 20 г/л. Дуриновые и пири­

мидикозые соединения добавлялись до конечно* 2,6 мМ концентрации. 
Для вы., а^ивення колонии гриба использоьплась среда следую­

щего состава ( 1 6 ) : глюкоза ­ 5%, ( ЯН4 ) 2 S 0 4 ­ 0,76g, 

К Н2Р04 * 0,045Я:, агар ­ ­25. 



Разделение и идентификация продуктов катаболизма АЖ прово­

дилась методом бумажной хроматографии в системах растворителей: 
изомаслянная кислота: нв^он : н^О (59 :4 :37) , изопропанод: 
NH^OH : End ( 14 :1 :5 ) , этилацетат: ледяная уксусная кислота: 
Н̂ О (3 :1 :1 ) и Уэ­спектрофотометрией. 

Суспензии клеток получали отфильтровыванкем биомассы, промы­

ванием и ресуснендированием её в 0,05 № калий­фосфатном буфере. 
рН 6,0. АМФ­дезаминазная активность определялась в экстрактах 
клеток после их механического дезинтегрирования в шаровой мельни­

це и центрифугирования при 6000 об./мир. 30 мин. при 0°С. 
Аденилатдезаминазная активность определялась модифицирован­

ным сцектрофотометрическич методом (17) по изменению абсорбции в 
процессе дезамияирования производных аденина при 240 и 265 нм 
длины волнч (рис .1 ) . Реакционную смесь объемом 0,4 мл,'содержащую 
20 мкМ калий­фосфатного буфера рН 6,0, I мкИ субстрата (А№) и 
раствор фермента, инкубировали при 37°С. Реакцию останавливали 
добавлением 0,1 мл холодной 25* НС1 0 4 . Выпавший осадок центрифу­

гировали, к 0,2 мл супернатанта добавляли о мл" диет.воды я изме­

ряли абсорбцию на спекорде UV Via (ГДР). За единицу актив­

ности (ME) приняли количество фермента, дезамяпирующего I мкМ 
субстрата за I мин. при 37°С в 0,05 М калий­фосфатном буфере рН 
6,0. V*.­

Результаты и их обсуждение 
Штам.'Л Penicillium lanoao­virida б ы л 0 Т 0 < з р 8 Н н а 

элективной плотной питательной среде, содержащей АШ> в качестве 
единственного источника азотного питания, по накоплению в среде 
культивирования продукта дезамиаироваялт. U S ­ И№. Качественный 
состав продуктов катаболизма А'© показся в таблице I . 



Таблица I 

Продает катаболизма АШ культурой Р. lanoso­viriä« 

Среди А'.!̂  и продуктыеб к в та б^л^гама_в_С£ед_е__ 
инкубация 24 часа | инкубация 96 часов 

плотные СР + АШ 
Сн .+ Ш 
С NP + А».© 

жидкие С? + ALS 

- от + ш 

. СВР + AM© 

Ш 5 
ДО 
ш 

АШ, инозин 

AI© 

Ш 

аденоэкн, ЮЗ 

?, инозин, гипоксан­

тин 
аденозин, инозин, 
гипоксантин 
аденозин, инозин 

Бидно, что дезаминирование АШ происходит сравнительно рано 
при выращивании гриба не плотных средах и зависит также от состава 
среды. Анализируя продукты катаболизма АМ5, можно представить схе­

му использования А1«© в качестве источника питания культурой 
Р. lanoeo-viride , , деградирующей A4S' по параллельным пу­

тям патаболизш: АШ . аденозин 

ULfö инозин ^ гипоксантин 

Было проверено,' всегда ли необходимо присутствие экзогенной 
Affi в среде культивирозания для индукции аденилатд&звминазной 
активности. Определяли дезаминазную активность в культурах раз­

личного возраста, вырвщенных в присутствии и отсутствии экзоген­

ной А!.й в среде ( табл .2 ) , следили также за образованием конидий. 



Среды А,'.©-дезамЕназная активность в культу­ Возраст 
pax разного возраста (в сутках) " культуры в 

2 4 6 8 начале кони­

диеобразова­

ния (в сутках) 
C

N

P + т 0,0 0,1 0,6 0,9 6 
С

Н

Р 0,0 0.1 0,2 0,8 . . '. 7 
CP + ш 0,1 0,2 0,7 0,8 6 

к активность выражена в Ж на I г сырой биомассы. 

Из таблицы видно, что АМЗ­дезаминазная активность проявля­

ется раньше в условиях, в которых культура использует АШ в ка­

честве единственного источника азотного питания. Неорганический 
н Н 4

+ незначительно тормозит появление аденилатдезамкназной ак­

тивности в присутствии АШ>, но активность не пнгибирует. Накапли­

вание дсзаминазной активности начинается также с началом стадии 
конидиеобразования и в отсутствии экзогенной А'ЛЗ. 

Добавление АШ в нечале конидиеобразования приводит к появ­

лению аденилатдезьминазной активности уже через .2­часовой инкуба­

ции (рис .2 ) . Индуцибельная природа адевоэкя ­ и вденилатдезаминаэ 
до. сих пор показана только у Е. с о 1 1 ( 1 8 ) , у которой дезэмкназ­

ная активность повышается в 10­30 раз в присутствии еденина и ги­

шкеантяна, и у А. овувае щ Г д е 0на шщуцируетсл недостатков ис­

точников азотного питания ( 9 ) . 
Для выяснения вопроса о взаимоевг ш между появлением аденя­

летдезаминазной активности и конидиеобрезованнем проверяли 
АШ­дезаминаэкую акхищ ть и её ивдуцкбе­лькооть в суспензиях кле­

ток Р. 1 в

по»в. _ тШав.^ находящегося на разлачыых фазах рвзва­

тия ( табл .3 ) . ' . 

Накапливание аденилатдезамиказной активности 
культурой P. lanoao _ Y i r i d * Н а средах 
газлитного состава 
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Рис.1. Определение количества Ш и 1Ш в их смеси 

АМФ-деэаюшазная 
активность, 
МЕ/мл 

Рис.2. Индукция АЮ-дезаминазной активности 

ичасы инкубации 



Характеристика фаз А|.Г,­дезаминозная активность 
развития без преинкубеции с после преинкубации с 

. АМФ Ша
ш 

конддиеобргзующая 
культура 
культура в начале 
конидаеобразовсния 
культура в фазе веге­

тативного роста гиф 
культура с подавленной 
способностью к кони­

диеобразозанию * 
прорастающие конидии 

' ж конидиеобразование подавлено 0,5% содержанием в среде 
агара ¡ ' • 

ш время преинкубации с 0,7$ АМФ ­ 4 часа. " 
­ АкФ­дезампназная активность, превышающая 0,05 МЕ на 

I мл суспензии 
" ± и ­ 0,01 ­ 0,05 МЕ 
" ­ " ­ активность не обнаружена. 

Индуцибельность или присутствие аденилатдезаминазной актив­

ности Е культуре Р. lanoso ­ viride без добавления экзоген­

ной АШ> связано со способностью культуры образовывать конидии. 
В культуре с угнетенным в результате физиологического воздействия 
среды конидиеобразованием, а также в прорастающих конидиях аде­

нилатдезаминазная актирность не индуцируется. Следовательно, фер­

ментативная активность связана не именно с присутствием конидий 
в культуре, а со способностью культуры образовывать дифференци­

рованные клетки бесполого размножения (конидиеносцев, фиалид, 
конидий). Также и у бактерий аденозиндезаминазй обнаруживается 
как в вегетативных клетках, так и в спорах, и, хотя в опорах её 
активность в 4­5 раз выше, эденозиндсземиназу только частично 
можно причислять собственно споровым ферментам ( 1 4 ) . 

+ 

+ 

Таблице 3 

Активность аденилатдезаминазы и её индуцибельность 
в суспензиях клеток Р. laaoso ­ virid* в ' 
различных фазах развития 



Бысок&я аденилатдезамикезкая активность наблюдается при рос­

те гриба на плотной питательной среде, содержащей отруби пшеницы 
и благоприятствующей конидиеобрезозанаю, в отсутствии экзогенной 
АШ (рис.3 ) . Накапливание активности начинается в экспоненциаль­

ной базе роста и продолжается параллельно с приростом биомассы, 
достигая максимум в середине стационарной фазы, примерно соответ­

ствующе максимуму конядиеобразовэния. Накапливание А!<Е>­дезами­

назной активности, изученной ь процессе роста Kierosporum 
audouini ( I ) , имеет иссколько'иной характер ­ максимальная 
активность достигается во второй половине экспоненциальной фазы. 

" Накапливание аденилатдсзаминазной активности параллельно ко­

нидиеобразованиа подтверждается также опытом с Р­суточнок колони 
ей ?. lanoso ­ viride , диаметром 4,5 см ( т а^л .4 ) , выращенной 
на агарпзэванной среде над целлофановой пленкой. Б наружной зоне 
содержгдцей только растущие гифк, активность не была обнаружена, 
она появилась в конидиеобразупщей зоне. 

Таблица 4 

Аденнлатдезаминазная активность в разных зонах 
КОЛОНКИ Р. lanoso ­ virid* 

Зоны колонии Количество сырой 
биомассы (мг) 

АМФ­дезаминазная ак­

тивность (МЕ на I г 
сырой биомассы) 

нарушая белая 
коиздшеобразующая 
кояпдиеносящая • 
середина колопии 

12 
28 
35 
33 

0,0 
1.2 

.2,0 
2,4 

Для количественного определения индуцибсльности аденилат­

дезяминазной ак.ивности в погруженной культуре были проведены, 
опыты с добавлением некоторых пуриновых соединений в качестзе 
единственных источников азотного питенкя и в качестве дополни­

тельных источнигоз питания ( табл .5 ) . АМФ­дезаминязная активность 
определялась в 3­суточной культуре. Результаты аналогичных о ш ­

ТОР с добавление".: пуриновых и пиримидиновых соед1шений к плотной 
среде, содержащей отруби пшеницы, обобщены в табл.8. 



Субстраты Среда С Ж? Среда CP Субстраты 
сырая 
биомас­

са (мг) 

АЧЗ­дезаминазная 
активность 

Снрая 
биомас­

са (мг) 

АМ5­дезаминазнся 
активность 

Субстраты 
сырая 
биомас­

са (мг) МЕ на 1с 
биомассы 

в % * 

Снрая 
биомас­

са (мг) НЕ на I г 
биомассы 

ДО 240 0,11 ПО 300 0,08 80 
аденозин 280 0,07 70 270 0,11 ПО 
аденин 170 . 0,26 260 215 0,12 " 120 
инозин 365 0,06 60 180 0,17 170 
гапоксантин 420 0,05 50 60 0,73 730_ 
контроль 220 0,10 100 7 2,22 2220 ; 

к за 100$ принята активность в МЕ на I г биомассы в среде 
CN Р без добавления пуриновых соединений (контроль). 

Таблица 6 
Аденилатдезаминазная активность Р. lanoso. ­ virida 
при росте на плотной среде с добавление»* пуриновых и 
пиримидиновых соединений в качестве дополнительных 
источников питания. 

Субстраты Сырая биомасса А'.Е>­дезаминазная активность 
на чашку Петри Ш на 1г биокассы в % * 

_ _ <г> 
контроль 6,5 - 25,2 • 100 
и в 7.5 18,7 74 
урвцил 6,9 19,7 - 76 
цитидин 7,0 , . - 20,0 79 
аденозин 6,6 -у- . 22,3 85 
Q 0 6,7 24,5 97 
гуанин 6,5 25,2 100 
аденин 6,0 у 27,3 108 
уридин 6,0 27,3 • 108 
ГМФ . 5,9 27,8 ПО 

Аденилатдезаминазная активность в погруженной культуре 
Р. lanoso ­ viride при добавлении экзогенных 
пуриновых соединений в различных условиях питания 



Субстраты сырая биомасса 
на чашку Петри 

( г ) .. ... 

Аг.К?­деземиназная 
мЕ на 1г биомассы 

активность 
•в % * 

АШ 6,5 28,3 112 
К.® 6,2 28,3 112 
цитозин 5,5 29,8 118 
инозин 5.5 • 29,8 118 
гуанозин 5,6 32,9 131 
гипоксантин 5,4 34,1 135 

* за 100* принята активность 25,2 МЕ на т г биомассы 
(контроль) 

Из данных таблиц 5 и 6 можно представить, что пуриновые и 
пиримядиновые соединения в различной степени влияют на появление 
я количество аденялатдезамиказной активности в зависимости от 
условий культивирования. Активность варьирует нь плотной среде 
культивирования 19­34 МЕ не I г сырой биомассы (в среднем около 
26 НЕ), на жидкой полной питательной среде 0,05­0,26 МЕ (в сред­

нем 0 ,1 ) , а на жидкой среде с пург­новыми соединениями в качестве 
единственных источников азотного питания ­ 0.08­0,73МЕ на I г~ 
биомассе. Голодание, вызванное недостатком доступных источников 
азотного питания в жидкой среде, коррелирует с повышением АШ­де­

заманазной активности. В несколько ином аспекте данные таблицы 6 
представлены на рис.4. Наблюдается негативнаяккорреляция между 
количеством биомассы и аденилатдезаминазной активностью, т . е . по-. 
ниженная скорость ростг сопровождается повышенной дезаминазной 
активностью, определенной на единицу количестве биомассы. Анало­

гичную эависимог­гь, только в другом масштабе, можно получить так­

же яз донных, приведенных в табл.5. 
Как известно, недостаток источников питания, особенно азо­

та,приводят к образованию конидий у грибов ( 1 9 ) . Так как адени­

лзтдезамияазная активность каким­то образом связана с конидие­

образованяем, то, по­видимому, повышение сё активности в медлен­

но рветувих культурах можно объяснить их склонностью к дифференциа­

ции. Более глубоко это явление можно рассматривать, исходя из 

Продолжение таблицы 6 



Рис.З. Изменение аденилатдезаминазной активности в процессе 
роста r.lenoso­vlride 

аденилатдезаминазная активность 
биомасса 

АШ­дезаминазная 
актив­

сырая биомасса ( г ) 
Рис.4. Зависимость аденилатдезаминазной активности от коли­

чества биомассы р . l anoso ­v i r i de при росте на тлотноа 
питательной среде с добавлением различных пуриновых и ои­

риыидиновых соединений 



литературных данных по энергетическому заряду и содержанию неор­

ганического фосфата в период спорогенеза у микроорганизмов (20). 
Существует точка зрения,согласно которой функцией адениловых 
нуклеотидов является скорость роста.А перед споруляцие^ как 
правило,необходимо снижение концентрации АТФ и энергетического 
заряда,в этот период снижается также количество неорганического 
фосфата. Эти компоненты являются регуляторами метаболизма АМФ, 
который изучен на примере опухолевых клеток животных (21,22) и в 
котором участвуют дезаминаэы производных аденина. Наверное,аде­

нилатдезаминазы микроскопических грибов, отличаясь от дезаминаз 
животных клеток более низкой субстратной специфичностью, всё­же 
выполняют сходные функции, связанные со сбалансированием содер­

жания адениловых соединений. 

• Выводы 
I.Культура Penicilliuni lanoso­virlde катаболизируетАМФ 

по параллельным путям с образованием ИМБ.аденозина,инозина и 
гипоксантина в зависимости от условий культивирования. 

2.Присутствие аденилатдезаминазной активности p.ianoso­

viride или её индуцибельность связаны со способностью культуры 
образовывать конидии и определяется условиями среды культиви­

рования. • , . 
3.Наблюдается негативная корреляция между скоростью роста 

v.lanoso­virlde в различных средах культивирования и аденилат­

дезаминазной активностью,выраженной на единицу биомассы. Влияние 
экзогенных пуриновых и пириыидиновых соединений на аденилатдеза­

миназную активность в процессе роста p.ianoeo­viride опосре­

довано их пригодностью к использованию в качестве источников 
питания. 
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Шафранский А.Б. 

ЛГУ им.П.Стучки 
Аденилатдезаминаэа Pénicillium lanoso-viriâ.e. 

Выделение и очистка фермента. 

Аденилат­ и аденозиндезаминазы впервые были обнаружены 
Шмидтом в 1928 году в экстракте"скелетных мышц кролика ( 6 ) . С тех 
пор накопился богатый материал по изучению ферментов обмена пури­

новых соединений в макро­ и микроорганизмах. Но истинный прог­

ресс намечается в последнем десятилетии, после того, когда группа 
исследователей под руководством Ддиблета в 1972 году раскрыла 
связь между дефицитом адевозиндезаминазы и комбинированной имму­

нонедостаточностью у людей ( 5 ) . Одним из направлений является изу­

чение дезаминаз производных аденина различных организмов с целью 
применения их в медицине ( 4 , 8, 9 ) . Для этого прежде всего необ­

ходимо получить зысокоочященные ферментные препараты. 
В настоящей работе представлена попытка получения фер­

мента аденилатдезаминазы Pénicillium lanoso-viride в виде. 
препарата с высокой степенью очистки для последующего изучения . . 
его свойств. 

Методика 

Для получения, сырого экстракта фермента 'четырехсуточную 
культуру гриба p.lanoso-viride ./взращенную на плотной пита­

тельной среде, содержащей пшеничные отруби, дезинтегрировали в 
шаровой мельнице в 0,05 M калий­фосфатном буфере рН 6,0 при 0° ­

+4°С. Гомогенат центрифугировали при 6000 об./мин., 0°С,40 мин., 
и супернатант использовали для дальнейшей очистки. 

Аденилатдезаминазную активность определяли спектрофото­

мстрическям способом ( 2 ) . 8а единицу активности принимали количес­

тво фермента, дезаминиру: щего I мкмоль субстрата (5»­АМФ) в тече­

ние I мин. при 37°С в 0,05 M калий­фосфатном буфера рН 6,0. 
Белок определяли по Лоуря ( 7 ) . 
Для контроля за гомогенностью очищенного препарата фер­

мента использовали электрофорез в 7% ПААГ­е по rev is (3 ) с мо­

дификациями ­ электрофорез­ проводили в пластинке НААГ­я, толщи­

ной 3 мм, без концевтрпрующего геля. 



Результаты и обсуждение 

Из нескольких рассмотренных вариантов нами выбрана опти­

мальная схема очистки фермента ( т абл .1 ) , следуя которой получен 
препарат аденилатдезаминазы, очищенный в 1300 раз при 20% выходе. 

Очистку начинали обработкой грубого экстракта 10% раство­

ром сульфата стрептомицина для освобождения от нуклеиновых кислот 
и сопутствушцих им белков. Обработку продолжали, пока отношение 
по, г лощений при 230 и 260 нм не превышала 2 , что свидетельствует 
о достаточной очистке экстракта от нуклеиновых кислот. 

Супернзтант обрабатывали активированннм углём марки АН­3 
(10 г угля на 100 мл р­ра ) . Такая обработка (табл.1) приводит не 
только к понижению общего количества белка в растворе, но и увели­

чению активности фермента, возможно за счет специфического ззаимо­

дейетвия с сорбентом. 
Далее использовали ступенчатое осаждение белков сульфатом 

аммония ( I ) . Установлено, что аденилатдезаыиназа обратимо денату­

рирует при насыщении ( 3 0 4 в интервале 0,55 ­ 0,80. 
Сконцентрированный высаливанием препарат фермента диализова­

ли против 0,05 М калий­фосфатного буфера и от осадка освобождались 
центрифугированием. Супернатант наносили на колонку с сефадексом 
Г­200 (2 ,5 х ПО см ) , уравновешенную 0,05 М фосфатным буфером, 
рН 6,0. 

Элюирование проводили тем же буфером (Рис.1) со скоростью 
20 м л / ч . 

На последнем этапе препарат после гель­фильтрации подвер­

гался очистке ионообменной хроматографией на колонке ( I х 24 см) 
с ДВ­52 целлюлозой, уравновешенной 0,05 Ы фосфатным буфером рН 
6,0. Элюирование фермента осуществляется тем же буфером в линейном 
градиенте "ьСх (О * 0,4 М). Фермент.элюируется в виде одного 
пика при 0,15 ­ 0,30 М концентрации и * 0 ! ( Рис .2 ) . 

После объединения фракций с наиболее высокой удельной актив­

ностью фермента получили препарат, удельная активность которого в 
1300 раз превышает таковую в грубом экстракте,а количество состав­

ляет около 20% от исходной. 
Очищенный препарат аденилатдезаминазы был подвергнут элек­

трофоретическому анализу,, который выявил его гетерогенность 
(Табл.2).Обнаруженные 5 зон, примерно одинаковой интенсивности, 
соответствуют белкам с сильно отличающимися молекулярными весами. 
Причем, ни одна из зон, как в отдельности, так.и все вместе ве об­



Таблща I 
Схема очистки, аденилатдезаминазы Реп1с11Нит 1апоао-у1г1<1е 

Стадия очистки . ] 
.Общая 

активность 
( е д . ) 

Общий 
.белок 
(мгУ 

Удельная 
активность 

(ед./мг) 

Степень 
очистки 

Экстракт 2156.1 3591.0 0.6 100 1.0 

Обработка стрептомицин-
сульфатом 2092.2 2789.2 0.7 97 1.2 

Обработка активированным 
углем 2316.2 2128.4 1.1 107 1.8 • 

Осаждение сульфатом аммония 
0.55 - 0.80 насыщения 1466.1 170.8 8.6 68 14.4 

Хроматография на сефадексе 
948.7 22.4 40.7 44 67.9 

Хроматография на ДЕ-52 
целлюлозе 452.8 0.9 790.3 21 1317.2 * 

Ж - очищенный препарат аденилатдезаминазы не содержит активности РНК-аз и 
фосфомоноастераз. 
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Рис.1. Гель­хроматография аденилатде заниназы 
на колонке с сефадексом Г-200, 

I ­ белок; 2 ­ активность аденилатде замина зы 

Рже.2. Хроматографжческое разделение аденхнат­

деэеммназв на ДЕ­52 целлюлозе. 
I ­ белок; 2 ­ активность фермента; 3 ­ градиент А/О С? 



Таблица 2 

Молекулярный вес белковых фракций 
препарата аденила'тдезаминазы опре­

деленный электрофорезом в 7% ПААГе 

номер Молекулярный вес 
фракции фрагмента 

(в тыс.Дальтон) 

1 535 

2 425 

3 350 

4 220 

5 90 

х ­ для определения веса использовались 
белки­маркеры весом 669, 440, 232 и 
67 тыс.Дальтон. 



ладает аденялатдезаминаэной активностью. 
Возможна следующая интерпретация полученных результатов:Бел­

ки, обнаруженные гель­электрофорезом, наврлдли являются контакти­

рующими, т.к. в схеме очистки присутствует'этап гель­фильтрации 
Г­200. Потеря активности фермента в процессе электрофореза (уже че ­

рез 15­30 мин. ) , является косвенным доказательством его сложного 
(возможно субъединичного) строения. • • 

Выводы 

I.Найдена оптимальная схема очистки фермента неспецифической 
еденилат­дезаминазы из почвенного микроскопического гоиба P. lanoso­
viride , позволившая получить 1300 кратную очистку при­20* выходе 
фермента. • 

2.Показана электрофоретическая неоднородность препарата, ука­

зывающая на сложное строение молекулы фермента. 
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Ревелиня В.Р. .Шафрэнский Л.Б. .Муйжниекс И.О. 
ЛГУ им. П. Стучки 

Аденилатдезцмяназа Per.icillium lanoso-viride. 
Некоторые свойства фермента 

Адешшаташногидролазы (КО.3.5.4.6).осуществляющие гидроли­

тическое­дезамияирозание 5»­2денознямонофосфзта (А1'Ф) .широко 
распространены в специализированных тканях позвоночных (1,2)и 
беспозвоночных ( 3 , 4 ) . Аденилатдезаминазы или неспецифические 
аденозпнаминогядролазк (К<5.3.5.4.4) .дсзаминирующие также АМФ, . 
Известил И у МИКрООргаНИЗМОВ resulfovibrio desulfurioans ( 5 ) , 
ВелесУеа natriegens (6 ) , Actinorayces ar.tlbioticus ( 7 ) , 
Streptor .yces aureofacienCf!) > "accharomyces cerevieiae ( 9 ) , 
Kicrosporum eudoulni CÍO) и у ряда видов, принадлежащих к ро ­

да A s p e r g i l l u e (11 ,12). В отличии от дезаминаз писших орга­

низмов, свойства которых изучены относительно подробно, из деза­

миназ адениловкх соединений микроорганизмов основательно охарак­

теризована только неспецифическая аденозивдезаминаза A. orysae 
(12,13,14,15). 

В настоящей работе приводятся данные о некоторых физико­хи­

мических и кинетических свойствах аденилатдезаминазы Penioilli­

um lanoso­viride. 
Методика 

В работе использовался в ГЗГ? раз очищенный (16) препарат 
аденилатдезаминазы Р. lanoso - v i r i d e с удельной ектавностьв 
'v90 единиц СКВ) на I мг белка. Определение де.заминазной актив­

ности проводилось по описанной методике (17). 
Для определения молекулярного веса активной формы фериентв 

проводили хроматографию на колонке (1,5 х 20 см) с С Ь ­ сефаро­

з'ой 4В в 0,1 М калий­фосфатном буфере, рЕ 6,0. Скорость влюиро­

вания ­ 10 мл/час. В качестве свидетелей использовали следующие 
белги ­ маркеры:тиреог.'~булин­663 тас.Д, ферритин ­ 440 тыс. 
Д, катялазу ­ 323 тас.Д н гемоглобин ­ 67 тыс.Д. 

Для определения субстратной специфичности использовали суб­

страта производства "Репнел".При изучении кинетических свойстз 
препарат аленилатдезакиназы инкубировали I мин,при 37°С в 0,1М 
калий­фссфатном буфере,гН 6,0, с добавлением различных количеств 
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АК® (от 2,5 до 25,0 мкМ). Км определяли графическим методом в ко­

ординатах обратных величин Лейнувера­Верка ( 1 6 ) . Для изучения меха­

низма ферментативной реакции использовали графическое определение 
зависимости /s//v от /в/ ( 1 в ) . 

Влияние на аденилатдезаминазную активность катионов в виде 
хлоридов определяли в 0,1 М калий­фосфатной буфере рН 6,0, дей­

ствие фермента при различных значениях рН ­ с применением 0,1 М 
буферных растворов: калий­фосфатного (рН 5,0 ­ 8 , 0 ) , нитратного 
(рН 3,0 ­ 6 ,5 ) , трис ­ НСЕ (рН 7,0 ­ 9 , 0 ) , боратного (рН 7,5­9 ,2 ) . 

Результаты и их обсуждение 

Уже в процессе очистки были получены предварительные данные 
о высоком молекулярном весе фермента, т .к . активность обнаружива­

ли в самых ранних фрекциях элюата с колонки с сефадексом Г­200 
( 16 ) . Установленный методом колоночной хроматографии с применением 
СХ ­ сефарозы 4В молекулярный вес оказался равным 210 тыс.Д 

(рис .1 ) , что сравнимо с молекулярным веоом, определенным для аде­

нозиндезаминозы Aspergillue oryzae в недиссоциированном 
состоянии ­ 217 тыс.Д ( 15 ) . . 

Субстратную специфичность аденилатдезаминазы проверяли по 
отношению к 14 субстратам ( т абл .1 ) . 

Аденилатдезаминаза Р.lanoso­viride также как и другие 
известные аденоэин ­ и аденилатдезаминазы грибов (11,14) активно 
дезаминирует адениловые нуклеотиды и аденозян, менее активно ­ их 
дезоксирибозопроизводные.НАД и НАДФ, но также как аденозиндеза­

миназа А.огугае не дезаминирует аденин и полиаденнловую 
кислоту ( 1 4 ) . Дезаминирование аденозина происходит в 3 раза быс­

трее, чем дезаминирование дезоксиаденозина. Км для дезаминировв­

ния АШ> составляет 7,4.10*^.1 ( рис .2 ) . При концентрациях, превыша­

ющих 10 мкМ, наблюдается ингибирование избытком.субстрата. Опре­

деленная нами Км примерно на порядок выше, чем у эденозиндеззмл­

Н83 A.oryzae (13) и ntreptomyces^áureofeoiere (8 ) , И на ДБЭ 
гюрядка_ выше, чем у tUcroeportv «uáottíñlV ( I I ) . Зависимость 

[s] / v от концентрации субстрата, позволяющая различать иёха­

низм, включающий образование тройного комплекса, от механизма с 
замещением фермента в двухсубстратных ­ двухпродуктннх реакциях, 
как видно из рис.3, может свидетельствовать в пользу конкурент­

ного характера ингибирования и, следовательно', подчинения реакции 
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40 АО 30 >0Ч) 
Рис.1. Определение молекулярного веса аденилатдезаминазн 

хроматографией на колонке с Сь-сефароэой 4В 
1-тиреоглобулин;2-ферритин;З-катал аза;4-аденилатде зами-

наза;5-гемоглобин 
1 

гЗ 

Т 1 1 ' ' , I I Г л 
- •Д -О,* . ^ ** Л 
Рис.2.Определение константы Михаалнса для аденялатдезамя-

назной реакции 



Субстраты Дезяминазнвя активность Субстраты 
МЕ/кл " '¿ к 

790 100 Ятг 790 100 
АДФ 751 95 
139 695 ее . 
еденозш 656 83 
НАД 395 50 
дезокси А!.@ 211 27 
дезоксиаденозин 205 
НАДФ 134 г> 
2 ' ,3 ' ­ цАШ I I I * \ s "... 14 
НАДО . Н 2 0 0 
Аденин 0 с 
полиедениловая кислота ' 0 о 
И», . о . 0 
Щ® 0 . 

R за 100* принята активность дезамлнировепия АШ. 

дезаминирозапия AIS механизму с замещением фермента. 
Адекилатдезаминаза Р.lanoso­viride не требует присут­

ствия диализуе.мых кофакторов. Это свойство отмечено и у других 
дезампназ ( 2 ) . Коны ы + , В а 2 + , Са~+, К1" в концентрации 4 иЯ не 
влияют на дезамнназшш. активность фермента, однако ряд конов, 
особенно ,Cu

2 +

, Zn 2 +

, Fe 2 +

, ; оказывает ингпбирующее 
действие ( табл .2 ) . Ионы­активаторы не были найдена. 

На рис.4 изображена зависимость•активности аденилатдезами­

назы от концентрации . гтаС1 в реакционной смеси, видно, что 
отклонение молярности от оптимальной ­ 0,04 ­ 0,10 И НаС1 . вызы­

вает снижение активности фермента. 

Субстратная специфичность аденилатде'заминазы 

F.leroso­viri!'* 
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10 20 RT 

Рис.3. Первичные зависимости Wv от концентрации АМФ 

АЫФ­дезаминазная 
активность 

( КЕ/мл ) 

вд. w й а л — й г ­ т т л ( м > 
Рис.4., Зависимость активности аденилатдеэаминааы Р. 

l enoso - v i r i e e от концентрации KeCl 



Катионы (4мМ) Аденилстдезаминазнея активность 
ВД/мг ъ% * 

- Ш 100 • 

В а
2 + 

С а
2 + 

'•' 780 100 ' 
В а

2 + 

С а
2 + 

780 100 В а
2 + 

С а
2 + 

780 • 100 
К

+ 
. 780 100 

Na
+ 

741 95 
С г

3 + 
710 
702 • 

91 ' 
. . 90 . 

С г
3 + 

664 88 
т* 
vJ+ 

С 0
2 + 

F e 2 + 

. 6 4 4 80 т* 
vJ+ 

С 0
2 + 

F e 2 + 

608 ' 78 
т* 
vJ+ 

С 0
2 + 

F e 2 + 

608 1 : 78 

т* 
vJ+ 

С 0
2 + 

F e 2 + 481 63 

т* 
vJ+ 

С 0
2 + 

F e 2 + 

296 ' 
I 

38 . ' 
Сц 296 • \ 38 
А 1

3 + 
101 13 

* за 100£ принята активность в 0,1 М калий­фосфатном буфере, 
рН 6,0. 

Все известные дсзаминазы производных аденина имеют оптимум «'• 
активности при физиологически нормальных значениях рН, близких 
к нейтральным ­ обычно в пределах от 5,0 до 7.5 ( 2 ) , за исключе­

нием АДФ ­ деэаминаз грибов рода АврегвШив , имеющих оптимум 
рН около 3,4 ( I I ) . Деэаминаза Р.1авово­т1г1^е

— сохраняет ак­

тивность в интервале рН 3­9, а максимальную активность проявляет 
при рН 6,0 ± 0,3 ( рис .5 ) . 

• Работу с еденилатдезаминаэой "рГ1аповЬ^у1гЫе ~ облегчает 
• её относительная стабильность при пониженной температуре ( табл .3 ) . 

Значительная инактивация наступает при выдерживании фермента при 
температуре 40°С и выше. Температурный оптимум каталитического 
действия ферменте равен 37° ± 3°С ( рис .6 ) , что близко к оптималь­

Влияние катионов на активность аденилатдезаииназы 
> Р.lanoso­viride 



МЕ/мл 

Т * Г" С 7 8 1 к " рН 
Рис.5. Влияниер Н на активность аде нилат дез амин азы 

Р.1впово­у1г1йе 
калий­фосфатный буфер 
цитратный буфер 
трис­Н С1 буфер 
боратный буфер 

МЕ/мл 

600 * 

~а 9—в я - ' с 
Рис.б. Влияние температуры инкубационной смеси на активность 

аденилатдезаминазы * . 1«горо-у! г!<зе 



Таблица 3 

Тер^мостабильность аденилатдезамйназы 
Р.1апо80­у1г1(Зе при рН 6,0 

Температура, Время выдержи­

вания 
Аденилатдеэаминазная активность Температура, Время выдержи­

вания МЕ / мл %* 
+ 2 7 дней 790 100 

2 месяца 727 92 
+18 2 дня 727 92 

6 дней 16 е 
+40 30 мин. 727 92 

60 мин. 55 7 
+60 5 мин. 24 3 

10 мин. 0 0 

* за 100* приняте активность сразу после выделения и очистки. 

Выводы 

Аденилатдезаминаза РЛапово­у1г1<1е (КФ.3.5.4.6) деза­

минирует в убивающей скорости реакции 5* ­ А*Р, Б'­АДФ, 5'­АТФ, 
вденозин, НАД, дезокси АМ?, дезоксиаденозин, НАДФ и 2',3»­цАМФ. 
Кч для Б'­ДИФ равняется 7,4.10~^М. Молекулярный вес фермента ­

210 тыс.Д. Ингибиторами активности аденилатдезамйназы являются 
А 1

3 + , Си г + , 'Ъц2

* , Г в г + . Максимальная активность проявляет­

ся в к8лий­фосфатном буфере при рН 6,0 ­ 0,3 , температуре 37°С и 
концентрации наС1 0,04 ­ 0,10 М. Фермент не. требует присутствия 
диализу ешх кофакторов. 

ним температурам деэаминаз других грибов (12 ,19 ) . 
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Звилна Р,Ц.,Витол М.Я, 

ЛГУ им.П.Стучки 
Влияние гипоксантина на токсичность 

аденина у мышея 

Среди всех известных пуриновых оснований аденин является 
единственным относительно токсичным веществом ( I ) . Однако аденин 
является и единственным пурином,очень эффектно включающимся в 
синтез полинуклеотидов организма млекопитающих­(2,3,4). 

Аденин используется для нормализации уровня мочевой кислоты 
в крови и моче, что важно при лечении ацидозов различного проис­

хождения ( 5 , 6 ) , для лечения некоторых наследственных заболеваний, 
связанных с аномалиями жирового обмена ( 7 , 8 , 9 ) . Однако, токсичное 
действие повышенных доз этого вещества ограничивает его примене­

ние. Например, из­за токсичности аденина не всегда возможно ис­

пользование в животноводстве микробной биомассы, богетой белками, 
но характеризующейся высоким содержанием нуклеиновых кислот, ком­

понентом которых является аденин. 
Данные по поводу детоксикация аденина обнаружить в литерату­

ре не удалось. Однако для решения' этой проблемы­ интересны", све­

дения (10) о том, что токсичность повышенных количеств некоторых 
адениновых нуклеозидов эффективно снимается другими пуринами и 
пиримидинаш. Так, детоксикация аденозина производится уридином, 
а обезвреживание аналога аденозина ­ 6­меркаптопуринового рибози­

да ­ при введении в организм уридина вместе с гипоксантином. Ин­

тересна в этом отношения также работа Клиффорда с соавторами ( 5 ) , 
в которой показано, что метаболизм пуринов в организме может из­

меняться под воздействием экзогенных пуринов, поступающих с п и ­

На основании выше приведенных данных литературы.') мы пытались 
определить, как влияет на токсичность аденина у мышей присутствие 
в их рационе других пуринов и пирямидинов, особое внимание уделяя 
возмодному воздействию гяпоксантинв. 
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Методика 

В опытах были использованы самцы конвенциональных белых 
.\ЩШеЙ ЛИНИИ Lobrerd Ie.DC­rs.tory Swiss V.'ebster в возрасте ОТ 
1,5 до 2­х месяцев со средним весом 20 г. Животные содержались 
на полной синтетической диете ь ­ 4?9Е2(11), несодержащей пу­

рин овые и пиримидиновые соединения за исключением витамина B j , 
и на дкете £ 6 ( 12 ) , включающей природные пуриновые и пйримиди­

новпе мономеры и полимеры. 
Для исследования токсичного действия аденина препарат вво­

дился животным перорально (п/о) через зонд, а также путем добав­

ления к рациону в следующих количествах: 0 , 1 ; 0,05; 0,02 и 
'•0,005*. Кроме того определялась доза аденина, вызывающая гибель 
50* опытных животных ( , ы > 5q ) . В связи с трудностями,возникаю­

щими при получении достаточного количества синтетической диете* 
для обеспечения большого количества опытных животных, дозаЬ0 5 д 
аденина определялась лишь на мышах, получивших диету Я 6. В экс­

периментах по изучению токсичного действия аденина у мышей, содер­

жащихся на диете 1 ­ 47SE2 было использовано по 5 животных в каж­

дой опытной группе. • 
Для определения LD ^ животным п/о однократно вводился 

0,8*. раствор аденина в дозах 708; 637; 600; 550; 500 и 450 мг/кг 
животного веса. Высшая доза аденина 708 мг/кг была выбрана с учё­

том литературных данных об I D gg для аденина у дашей ( 13 ) . Для 
определения Ы> ^­было использовано 63 животных. Статистическая 
обработка данных проводилась по методу Литчфилда и Уилкоксона 
( 14 ) . После установления величины дозы Ы> ^ подбиралось соот­

ветствующее количество гипоксантина, которое могло бы обделать 
защитным эффектом против токсичного действия аденина. Гипоксан­ ... 
тин вводился животным дробно: половина установленной эффективной 
дозы 238 мг/кг вводилось' п/о в виде 0,27$ раствора вместе с до­

зой И * 5Q для аденина. Оставшаяся половина дозы гипоксантина, 
разделенная на три части по 76 мг/кг с физиологическим раствором 
вводилась интерперитонально, дважды через каждые 12 часов, а за­

тем через 24 часа. Параллельно ставились контрольные опыты с 
введением животный только гипоксантина в адекватных количествах. 

Для изучения защитного действия гипоксантина на аденином по­

раженных мышах, содержавшихся на диете № 6, было использовано 

http://Ie.DC-rs.tory


108 животных.^Достоверность защитного действия гипоксэнтина про­

верялось по Х^(14). Над опытными животными велись визуальные на­

блюдения изменений их почек. Все наблюдения за экспериментальны­

ми животными проводились в течение 10 дней от момента введения 
исследуемых препаратов. 

Результаты и их обсуждение 

1.Токоичность аденина у мышей, содержившихся на различных 
диетах. 

Опыты показали, что на животных, получавших диету, не содер­

жавшую Других пуриновых и пиримидиновых соединений, аденин оказы­

вает резкое токсическое действие ( твбл .1 ) . Особенно это проявля­

ется при содержании в пище 0,1% аденина. При таком количестве со­

единения животные использовали в среднем лишь 3 мл диеты в тече­

ние 12 часов и в дальнейшем отказались от пищи. Хотя такое коли­

чество принятого с пищей аденина составляло только 150 иг/кг, оно 
быстро вызывало отравление животных с последующей их гибелью в те ­

чение 3­4 суток. 
Необходимо отметить, что наблюдается взаимосвязь между ве­

личиной промежутка времени, в ""течение которого вводитесь опреде­

ленная дозв аденина и степенью токсичного действия последнего. 
При более постепенном введении даже сравнительно большая общая 
доза аденина действовала менее токсично, чем невысокая'при одно­' 
разовом введении. Например, однокретное пероральное введение аде­

нина, в количестве 150 мг/кг вызывало у мышей, содержавшихся на 
синтетической диете Ь ­ 479Е2 100$ смертность, тогда как до ­ ' 
за аденина 305 мг/кг, вводимая постепенно с рационом в течение 
суток, не приводила к гибели животных, Хотя при этом наблюдалось 
повреждение их почек. В целом его явление подтверждает мнение 
других исследователей ( 1 ,15 ) , что токсичность аденина зависит 
от его разовой дозы. 

Опята по установлению величины дозы ьв §д показали, что, 
у мышей, получавших диету Я. б , этот показатель равняется 475 
(402 • 561) мг/кг. Это почти наполовину меньше, чем указано в 
литературе 708 мг/кг ( 13 ) . Трудно сказать, чем объяснима такая 
высокая токсичность i девина в наших оштех. Возможно ­ другим 
составом используемого рациона, возможно ­ индивидуальна ми осо­

бенностями этой линии швгеЯ. 



Хотя в наших опытах не ­проводилось определение дозы 1В ^ 
для дашей, содержащихся на рационе ь ­ 479Е2 по причине, ука­

занной в методике, однако на основании ряда данных (см.табл.1) 
можно предположить, что она гораздо ниже, чек на диете II 6. В 
целом .тожно сказать, это токсичность едекина на фоне диеты & 6, 
содержащей определенное количество пуринов и пиримидинов, намно­

го ниже, чем на синтетической диете ъ - 479Е2, и т е щ е й в сво­

ём составе этих соединений. Это подтверждают результаты сравне­

ния по влиянию различных доз аденина на дашей, питающихся этими 
рационами. Так, если доза 150 мг/кг .у мышей, содержащихся на 
диете Ь ­ 479Е2 вызывает 100* гибель ( сы.твбл.1 ) , то на фоне 
диеты & 6 такой же эффект достигается лишь при введении 950 
мг/кг. 

2.Влияние гкпоксантина на токсичность аденина. 
Исследования показали, что значительную роль в детоксикации 

аденина может играть гипоксантин. Так добавление к синтетичес­

кой дйете Ь ­479Е2, содержащей 0 , 1 * аденина, такого­же количес­

тва гипоксгнтина, снимает летальность этой дозы аденина в течение 
всего времени эксперимента, продолжавшегося 10 дней. На фоне диеты 
А» 6 гипоксантин также обладал определенным защитным эффектом, если 
вводился вместе с аденияом. Для снятия токсичности дозы аденина 

L D 50 н а ^ 0 H e ­ 2 Ш ( З Т Ы ^ более действительным^ оказалось экви­

молярное количество гипоксантина, равное 477 мг/кг. Причём луч­

шее выживание животных наблюдалось в случае, если названное коли­

чество гипоксантина вводилось постепенно в течение 2­3 суток. 
Защитное действие гипоксантина было определено как статистически 
достоверное при р=0,05 ( 14 ) . На фоне выше упомянутого количества 
гиь..ксбнтина доза аденина L D QQ увеличивалась в 1,3 раза, т . е . 
Р * = 1 , 3 (1,04 + 1,62) ( 1 4 ) , и достигала 620(535+719) мг/кг 
(рис .1 ) . 

Таким образом можно сделать вывод, что на токсичность аденине 
у мышей определенное влияние оказывают пуриновые и пиримидиновые 
соединения их рациона, в особенности оксюуринтшюксантин, кото­

рый,если я не имее.ся в корме непосредственно, то может образо­

ваться в ходе переваривания других пуринов пищи. Пока трудно 
представить защитный механизм гипог.сонтяна против токсичного 
действия аденина. По предварительным нашим данным можно сказать, 
что не один из других исштанных ьуряновнх и;пиримидиновых снеди­



Таблица I . 

диеты (МЛ) (иг/кг? ( г ) 
Контроль (К) 16.2 - + 3,2 нормальные 
К +0,1 д . аденина 3 .0 х 150 5 С С ­ XXX поврежденные 
К + 0,05£ аденина 12.2 305 ­ 3,1 поврездевше 
К + 0,02% аденина 16.2 162 + 3,1 нормальные 

¡1 + 0,005* аденина 17.2 43 + 2,0 ВОрмалхфав 
Л + 0,1/» аденина + 
' + 0,1л/ гшгаксьнтша 6.8 440 + 4*10 0,3 повреддеквье 
К + 0,1;. гиноксантина 10.0 500 +3,0 адумалмте 

х ­ употребление диеты в течение 12­ти часоа. 
хх ­ количество идснина, принятого в течение 1^­ти часов, 
ххх ­ животные 100& погибли в течение 3—1 суток после употреблешы диеты с 

адешшом. 

Влияние экзогенных аденина и т'ипоксанткнэ н а мымй, гатеюсихся 
синтетической диетой Ь 479Е2 

Дистл Ежедневное Средние к­во принятого Изменение веса Состояние почек 
употгебленпе за сутки исслед.соед. за 10 дней 



аденина 
мг/кг 

А Б 
Рис.1. Сравнение фармакологической активности аденина 

на фоне гипоксантина и без него у мышей .питающихся 
диетой К°6 ( РК-1,3 ( 1,04*1,62 )при р=О,05 ) 

А- 1Л) 5 0 аденина на фоне гипоксантина 
Б- Ь Е 5 0 аденина 



нений (инозин, урьцил, уркдсн и барбитуровая кислота] не оказыва­

ли такого положительного действия как гипоксантин. 3 доступной 
нам литературе не удалось найти каких­либо данных в отношении 
влияния гипоксантина на токсичность аденина. Однако из литерату­

ры известно ( 10 ) , что гппоксентин вместе с уридином является эф­

фективной защитой для организма при токсичных количествах анало­

га аденозина ­ 6­меркаптопуринового рибозидо. Токсичность повы­

тенных количеств этого соединения, также как и аденозина, проявля­

ется в блокировании последним биосинтеза пиричидинов (16,17­19) 
и, возможно,пуринов (10 ) . Благотворнее действие гипоксантина и 
уридина Фокс и Келлу (10) видят в том, что­эти вещества являются 
альтернативными субстратами для синтеза нуклеотидов при токсич­

ных концентрациях аденозина или 6­меркантопурпнового рибозида. 
Трудно сказать, имеет ли это явление место при положительном 

действии гипоксантина на токсичность аденина. Как известно (1,15, 
2 0 ) , вредное влияние повышенных количеств аденина на организм за­

ключается, в основном, в поражении клеток почечных канальцев, где 
аденин откладывается ввиде 8­оксиаденина и 2, С­диоксиаденина. 
Эти кристаллические отложения разрушают структуру клеток и вызыва­

ют острые нарушения их функций. Кроме того, по данным литературы, 
уже весьма небольшие количества аденина вызывают лейкоцитоз кро­

ви у лабораторных млекопитающих ­ мышей, крыс, кроликов, собак 
(13 ,15 ) . 

Интересно отметить, что в наших опытах после введения токсич­

ных доз аденина вместе с гипоксантином визуально не^еблюдалось 
столь резкого поражения почек, как после введения только еденинб. 
Возможно, в этом кроется механизм защиты гипоксантина ? Однако 
проведенные визуальные наблюдения состояния почек требуТф тщатель­

ных цитологических подтверждений. 

Выводы •.. 
I.Токсичность повышенных концентраций еденина на мышей сни­

жается, если в их корме присутствуют пурины и пиримидиш. . 
2Д'ипокс;нтин является еффектизным средством против тококч­

ного де'/ствия аденина на мышей. 
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Муйжниекс И.О. 
ЛГУ им.П.Стучки 

Метаболизм оротовой кислота у Becillus 
adhaerans 9 в присутствии 6 азаурлцила • 

Схема анаболических превращений оротовой кислоты в ури­

диловуи (УМ*) впервые была установлена у бактерий ( 1 ) (Рпс .1 ) . 
В последствии аналогические пути de novo биосинтеза УМФ бы­

ли обнаружены и у грибов, растений и млекогитаюшихся ( 2 , 3 ) . 
Нет сомнений, что именно таким образом происходит синтез 

основной массы пиримидянов самых различных' клеток. 3 то же 
время накапливаются сведения о возможном альтернативном пу­ . 
ти превращения оротовой. кислоты в У!.© у некоторых микроорга­

низмов. 
Добавление в среду культивирования бактерий б­аэаураци­

ла, который ингибирует de novo биосинтез пиримидиноз, при­

водит к накоплению не только оротовой кислоты, но и урацила 
( 4 ) . Многие виды бактерий накапливают большие количества ура­

цила в среде культивирования с оротовой кислотой (5 ,6 ) .0ро­

товая кислота снимает ингибирующее воздействие 6­азаурацила 
На рост бактерий родов Fseudomonas И Mycobacterium (7), 
а также Aspergillus nidulans ( 8 ) . При этом для бактерий 
прямыми биохимическими тестами, а для гриба ­ косвенно пока­

зано наличие ферментов, превращающих 6­азаурецил в активную 
форму ингибитора ­ б аза У!.®. Генетический дефект образова­

ния ОМЗ декарбоксилазы у Saccharomyces oerevisiae ПРИВОДИТ 
к "leaky4 фенотипу, а не к летальному исходу ( 9 ) . 

Перечисленные экспериментальные данные все же только кос­

венно указывают на возможность прямого декарбоксилирования 
оротовой кислоты. Накопление урацила из оротовой кислоты мо­

жет осуществляться и через стадию УМФ (рис.1) при участия 
известных ферментов метаболизма. " Lealcy " фенотип часто вы­

зывается не полным отсутствием фермента, а наличием его ви­

доизмененной формы. Если 6­азаурацил­резистентный штамм. 
A. nidulane прямо образует урацил из оротовой кислоты, то 
непонятно, почему последняя не снимает янгибиторный эффект 
5­фторурацилэ, снимающегося урацилом. 



Целью настоящей работы явилось изучение биохимического 
механизма устойчивости некоторых штаммов бактерий к инги­

биторному воздействию 6­езаурацила в присутствии оротовой 
кислоты и выяснение. СЕЯЗИ этого явления с возможным прямым 
декербоксилированием оротовой кислоты. 

5 аза оро­ 6 аза Пирпмидиновые 
товая к­та УТ."Ф нуклеотиды 

de n o v i 

бИОСИНТ' 

деградация • • 

Рис.1. Схема метаболизма ­оротовой кислоты 
в клетках микроорганизмов 

Пунктирной стрелкой указана гипотетическая реакция пря­

мого декарбоксилирования оротовой .кислоты. 
СШ ­ оротидиловая кислота, 1­ОГЮ ­ пирофосфорил2за,2­ОШ­де­

карбоксилаза, З­уридинкиназа, 4­фосфатаза, 5­УШ­пирофосфори­

лаза, 6­нуклеозидаза. 
Жирными стрелками указаны места иягибиторного воздействия 

5­азаоротовой кислоты и 6­азаурзцила после его превращения 
ферментами клетки в активную форму ингибитора ­ 6 аза УМ5(10). 

Материалы и методы 

'Выделение и скрининг биохимических свойств штаммов, ус ­

тойчивых к воздействию 6­азаурацила в присутствии оротовой 
кислоты, велось по описанной методике ( I I ) . Выращивание куль­

тур бактерии в жидкой среде в присутствии ингибиторов описа­

но ранее ( " ' ) . Избранный для исследований штамм Bacillus 
adhaerans 9 отличался среда других, схожих по биологическим 



свойствам штаммов, наибольшей скоростью роста и активностью 
накопления урзцилэ в жидкой среде культивирования с оротовой 
кислотой и 6~азаурацило.м. Видовая принадлежность штампе бы­ • 
ла установлена по определителю Н.А.Красильнккова (1949)(12). 

В работе использовалась оротозая кислота, урацил и 
6­азвурацил, которые были подучены из фирмы "Реахиу,*'(олайн­­

ское НПО "Биохимреактив"); 6­азауридин ­ фирмы "Хемапол" 
(ЧССР); оротидин, 0№Э, фофсорибозилпярофосфат (ФРФФ) ­ фир­

мы "Келбиохем" (США)..УМФ, уридин, УТФ, АТФ, тиаминпирофос­

фат и дитиотреитол (ДТТ) ­ фирмы "Реанал" (ВНР). 5­аэаорото­

вая кислота, 6 аза УМФ, а также 4,5­ ^С­б^азаурацил 
(20мКю/мМ) были синтезированы в Институте органической и био­. 
химии АН ЧССР (Прага) и любезно представлены д­ром А.Чихаком. 
Остальные использованные в рвботе изотопы были продукцией 
фирмы "Изотоп". Их удельная активность 2­5 мКю/мМ. 

Получение бесклеточных экстрактов бактерий описано ра­

нее (7). Для освобождения от различных примесей небелковой 
природы, бесклеточные экстракты высаливали сульфатом аммония, 
добавляя соль до 90* насыщения. Прецяпитированный белок от­

цептрифугироваля при 8000 об/мин. в течение 45 мин. при 
+5 ­ 8°С и ресуспендяровали в исходном объеме 0,1 М К­фосфат­

ного буфера рН 7,0, содержащего 0,1 М Т?аС1 (КФ).Для освобож­

дения от примесей сульфате вимония проводили диализ в тече­

ние 4­6 часов против 200 объемов КФ содержащих 1.10"^* три­

тона Х­100. Количество белка в полученных препаратах опре­

делялось по методу Лоури (13) я обычно была в пределах 
3­6 мг/мл. 

При изучении метаболизма оротовой кислоты в бесклеточных 
экстрактах В. аапаегапв 9 инкубационная смесь в 0,5 мл со­

держала 50 мкМ КФ буфера, 10 мкМ КвС12 , 5 мкМ ДТТ, 0,5 мг 
белка экстракта я 0,02 мкКю оротовой киелоты ­ ? 1 4 С , раз­

бавленной до I мкМ немеченным соединением. Инкубация проводи­

лась 5­30 мин. при 28°С и прекращалась быстрым охлаждением 
смеси на льду и добавлением к ней 0,1 мл 3 я НСТО^. Через 
20 мин. смесь нейтрализовали добавлением 0,1 мл 3 н КОН, вы­

держали еще 10 мин. при 0°С я образовавшийся осадок отделя­

ли центряфуЕированием (3000 об/мин,10 мин,).0,1 мл суперна­



танта наносили на точку бумажной хроматограммы. Использова­

лась бумага Фильтрак ФН­18 (ГДР). Восходящую хроматографию 
проводили в системе I : изомаслянная кислота ­ 25% водный ам­

миак ­ вода ( 59 :4 :37 ) ; для уточнения данных иногда использо­

вались в системы П: изопропанол ­ 25% водный аммиак­вода 
( 14 :1 :5 ) , или Ш: этилацетат^ледяная уксусная кислота­вода 
( 3 : 1 : 1 ) . После завершения разделения (18­20 часов при 20°С) 
хроматограммы высушивались, соответствующие полосы разреза­

ли на зоны шириной в I см, в которых определяли содержание 
радиоактивности методом жидкостной сцинтилляции. Использова­

ли сцивтилляциоиную жидкость Sc 107 (Харьковский химзавод), 
измерения проводились­на приборе Интертехник СЛ­200 (Франция). 

Активность УШ­пир6фосфатазы определялась как описано ра­

нее /Муйжниекс,1978/. Для выяснения активности фермента отно­

сительно 6­азаурацила, в инкубационной смеси урацил был за­

менен 10 нМ 4,5 ­ 1 4 С 6­азаурацилом. Радиоизотопный метод 
применялся и для определения общего количества урацила, об­

разовавшегося из оротовой кислоты при ее инкубации с белко­

вой фракцией бесклеточного экстракта 3.adh*.eraae 9. Инку­

бационная смесь содержала в 0,4 ил: 40 мкМ КФ буфера, 8 мкМ 
KgCl 2 , 4 мкМ ДТТ, 0,1 мкМ оротовой кислоты ­ 2 И С и 0,5 мг 
белка экстракта. В некоторых случаях в инкубационную смесь 
вводилось I мкМ 6­азаурацила и 0,3 мкМ ФРФФ. Реакция прекра­

щалась и анализ накопления урацила проводился хроматографи­

ей на бумаге в системе П как описано выше. При работе с изо­

топами были учтены требования к санитарным условиям и техни­

ке безопасности, выдвигаемые "Основными правилами по работе 
с радиоизотопами" ­ 0СП­72 ( 1 4 ) . 

Активность 01® и ЖФ­пирофосфатаз и 0MS декарбоксилаэы 
определяли спектрофотометрически. Инкубационная смесь для 
изучения активности пирофосфатаз содержала в 0,5 мл 50 мкМ 
КФ буфера, 10 мкМ KgCl £ 25­40 нМ основания, 100 нМ ФРФФ, 
5 мкМ ДТТ я О," МГ белка экстракта. Для изучения ингибиции 
реакций к смеси были добавлены 100 нМ 5­азаоротовой кислоты 
или 6­сзау;ацила. 

ОЖ­пирофосфатазную реаюупв останавливали добавлением 
1,5 ил охчяжденной 5% хлорной кислоты. Смесь выдерживали 



10 мин. при 0°С, центрифугировали и спектрофотометрировалк на 
прибора "Спекорд­УЕ­Вис". (ГД?) против аналогично составленной 
и обработанной смеся без оротовой кислота. За единицу актив­, 
ности фермента принимали количество белка, вкзивэяшего в дан­

ных условиях снижение УФ­абсорбция смеси при 290 ни на 0,01 
оптическую единицу в течение часа при 28°С. 

УТ.К> ­ пирофосфатазную реащип останавливали добавлением 
1,5 мл 1,5* раствора додецилсульфата натрия, содержащего 50 
мкМ ЭДТА. Смесь выдерживали 30 мин.при +Ю°С, центрифугиро­

вали, добавляли к ней 0,1 мл 5н ц а0Н и спектрофотометрдрова­

ли. За единицу активности фермента принимали количество бел­

ке, вызывающего снижение УФ­эбсорбцип смеси при 2Б2 нм на 0,01 
оптическую единицу в течение часа при 28°С. 

Активность ОМФ декарбоксилазы определяли в инкубационной 
смеси, которая в 0,5 мл содержала: 50 мкМ КФ буфера, 1С мкМ 
Ь'еС1 , 5 мкМ ДТТ, 20 нМ О® и 0,1 мг белка экстракта. Для 
изучения ингибирования реакция в смесь добавлялась 40 нМ 
6­азаурацила или 40 нМ 6­азаурацила и 100 нМ ФРФФ, или 40 нМ 
6­аза УМФ. Реакцию останавливали хлорной кислотой как описа­

но выше. За единицу активности фермента принимали количество 
белка экстракта, вызывающего.снижение УФ­абсорбции смеси при 
272 нч на 0,01 оптическую единицу в течение часа пря 28°С. 

Используемые в реакциях количества оротовой кислоты ,ура­

цила и ОМФ находились на приделе чувствительности прибора 
"Спекорд УВ­Зис", и измерения проводились в режиме АО­20 с 
ручной коррекцией абсолютных величин абсорбции. 

Результаты и их обсуждение 

Штаму! В а с Ш и в ааьаегапв 9 был выделен из пробы почвы, 
взятой из верхнего горизонта ( А 0 ) лесной подзолистой почвы 
в окрестностях г.Риги. Штамм трансформировал оротовую кисло­

ту только в условиях кометаболизма ­ в качестве дополнитель­

ного источника питания. Изучение биохимических свойств В. 
аШгаегапе! 9 показала, что на полной синтетической среде его 
рост подавляется 0,05* концентрациями 5­азаоротовой кислоты 
и 6­азаурацилв. Ингибиторное воздействие этих соединений сни­

малась равной концентрацией оротовой кислота ( т е б л . I ) . По х з ­



РОСТ В а с Ш и а аЛЬаегапв И8 различных 
средах, содержащих производные пиримидинов 

П20изврдное__ Рост Прр.язврдное Рост 

Контроль 0,96 Оротовая к-та + 1,25 ' 
азаурацил 

Оротовая Оротовая к-та + 
кислота 1.06 езауридин 1,08 
Урацил 1,12 Оротовая к-та + 0,98 

5-азаоротовая к-та 
6 азаурацил- 0,15 Урвцил + 1,12 

6-азаурацил 
6 азауридин 0,18 5-езаоротовая к-та 0,25 

Рост определялся в 5 мм кюветах на ФЭК-56 М при 6-ом 
фильтре 48 часов после эаоева культуры в жидкую среду. 



условные единицы 

Рлс.2. Активность некоторых ферментов метаболизма оротовой кислоты в белковой фракции 
экстрактов В и с Ш и а адпаегапа 9 

Активность ферментов определена спектрофотометрическим методом. 
КЗ - экстракт из клеток,росших в присутствии оротовой кислоты 
С П - экстракт из клеток,росших в присутствии оротовой кислоты и 6 азаурацила 
1-ОМ5-пирофосфатаэа; 11-то же в присутствии 5 аэаоротовой кислоты; Ш-ОЖ-декарбоксилаза; 
ГУ -ОМ£-декарбоксил'аза в присутствии 6 азаурацила; У-то же в присутствии 6 азаурацила и 
$РФФ;У1-то же в присутствии 6 азаУМ5;УП-УМЕ-пирофосфатаэа.Бремя инкубации во всех случаях 
I час. 



рактеру устойчивости к 6­азаурацилу В. adhaerane 9 схож с 
ранее описанными штаммами Mycobacterium spp.107 и 47 ( 7 ) . 

Активность ферментов метаболизма пиримидиновых соедине­

ний определялась в отдиализованных фракциях белка, получен­

ных при 90#­ном насыщении сульфатом аммония бесклеточных 
экстрактов бактерий. Целью такой обработки было удаление раз­

личных соединений небелковой, природы, например ­ ФРФФ, нук­

леозидов, которые могут оказать ингиблрующее или активирую­

щее воздействие на изучаемые реакции. В.белковой фракции 
экстракта В.adhaerane 9,выращенного но полной синтетичес­

кой среде с оротоврй кислотой, била показана активность 0Щ> 
и УМФ пирофосфатаз, а также ОМФ­декарбоксилазы (рис .2 ) . При 
атом СЙЙ­пирофосфатаза ингибировалась 5­азаоротовой кислотой, 
а ОШ­декарбоксилаза ­ 6­аза УМФ и 6­азаурацилом в присут­

ствии ФРФФ. 6 анаурацил без добавления ФРФФ не ингибировал 
декарбоксилирование ОМФ. Эти данные подтверждают наличие у 
В. adhaerane 9 универсального пути da novo • биосинтеза пи­

римидинов /bieberman at al , 1954/ с известной схемой инги­

бирования отдельных реакций ( 10 ) . . 
Активность УМ5­пирофосфатазы В. adhaerane 9 относитель­

но 6­азаурацила била подтверждена и радиоизотопным методом 
(рис .3 ) . 6­азаурацил в качестве субстрата существенно не у с ­

тупает естественному субстрату фермента ­ урацилу ни в клет­

ках, выращенных в присутствии оротовой кислоты, ни в клет­

ках, выращенных в присутствии оротовой кислоты и 6­азаураци­

ла , где активность УШ­пирофосфатазы заметно повышена. 
В последнем случае в экстрактах В. adhaerane 9 также 

обнаружена ОШ шрофосфатаза, однако активность ОШ­декар­

боксилазы составляет 5­10$ активности фермента в клетках, 
росших без добавления 6­азаурацилв в среду культивирования 
(рис .2 ) . 

Полученные данные "называют, что метаболизм оротовой кис­

лоты у В. аапатапе 9 модифицируется условиями выращивания 
штамма. 6­азаурацил не замедляет рост клеток в присутствии 
оротовой кислоты ( табл .1 ) , хотя активно превращается в ак­

тивную форму ингибитора ­ 6 аза УШ>. Одновременно обнаружен­

ная низкая активность ОМФ­декарбоксилазы косвенно указывает 



им нукле-

отида 

8 • 

Рис.3. Активность УМЗ-пирофосфатазы в экстрактах 
Bacillus adhaerans 9 

1 и 3 с урацилом в качестве субстрата 
2 и 4 с б-азаурацилом в качестве субстрата 

Инкубации I и 2 проведены с экстрактами из клеток,выращенных 
на среде с оротовой кислотой} инкубации 3 и 4-с экстрактами кле 
ток,выращенных в присутствии оротовой кислоты и 6-азаурацила. 

Активность фермента выражена как нМ УЖ или 6 аза УЖ, 'образо 
вавшегося из соответствующего основания. 



на существование обходного пути метаболизма оротовой кислоты 
У В. а<ЗКаегвг)8 9. 

Применением радиоизотопного метода мы питались просле­

дить схему метаболизма оротовой кислоты в экстрактах . 
В.аоЪвелша 9 в зависимости от присутствия 6­ззаурацила в 
среде культивирования. Метаболиты оротовой кислоты идентифи­

цировались по их хроматографической подвижности. Результаты 
этих экспериментов обощены в таблице 2. • 

В экстрактах В. айлаегава 9, выращенного на полной син­

тетической среде с оротовой кислотой, прослеживается накоп­

ление шести метаболитов: УТФ, ОМФ, УК©, уридин, урацил, бар­

битуровая кислота, мочевина. Схема превращений оротовой кис­

лоты в" этом случае представляется следующей: 

>УТФ 
Оротовая 
кислота 

Уридин 

Мочевина „ Барбитуровая 
* кислота • * урацил 

Добавление к экстрактам 6­азаурацнла и ФРФФ вызывает 
последствия, предсказуемые по известной схеме ингибиторного 
действия 6­аза УМ© ( 1 0 ) ( т абл .2 ) . 

Накопление метаболитов оротовой кислоты характеризуется 
как содержание радиоактивной метки (в % от общего числа им­

пульсов на хроматограмме) в зоне хроматогрвфической подвиж­

ности ( ) соответствующего свидетеля."­" представлено, 
если радиоактивность в данной зоне была не уровне фока. 

Э Г ­ экстракт из клеток, выращенных на среде с оротовой 
кислотой; ЭП ­ экстракт из клеток, выращенных на среде с оро­

товой кислотой и 6 азаурацилом. 
' Оро­оротог я кислота, У­уридин, Ура­урацнл, ЕК­барбату­

ровая кислота, Х­неидснтифициг­ОБанное соединение. БК и моче­

вина ­ потенциальные продукты окислительного пути расщепле­

ния урацилс;, который, очевидно, присущ для В. ааьаегапа . 



• Таблиц» 2 
Количественная характеристика продуктов метаболизма оротовой кислота ­ 2^С 

в экстрактах Bacillus adbaerans 9 х . . 

п.п Характеристика экс­ Зона хроматографической подвижности 
тракта и инкубации УТФ (ДО • 

ч 

УМФ Оротовая Уридин Барбкту­

к­та ровая 
к­та 

Мочеви­

на 
X Урацил 

I Э1 + Olотовоя к­та 9 I I S 46 2 12 . ' 2 0 18 

2 Э1 + оротовая к­та + 
6 азау|.вцпл 3 4 6 2 6 7 0 9 

3 31 + оротовая к­та + 
6 азаурцил + ФРФФ 0 22 0 78 0 0 0 0 . 0 

4 ЭП + оротовая к­та 2 20 2 33 Ю . 3 3 20 7 
5 ЭП + оротовая к­та + 

6 взаурацил 2 5 4 48 " 2 0 I 29 10 
в ЭП + оротовая к­та + 

. 6­азоурацил + 
ФРФФ I 5 4 38 2 I ­ 2 26 21 

•­пояснения см. в тексте. 



Судя йО нашим данным расщепление урецила у В. ааьаегапв 
9 , протекает по окислительному пути катаболизма. Это было 
подтверждено и изучением хуоматогрйфкческими методами (7 ) 
превращений экзогенного урацила в процессе культивирования 
штамма. 

В экстрактах клеток, выращенных в присутствии оротовой 
кислоты и 6­азаурацилз, значительно занижено образование 
уридиловых нуклеотидов от оротовой кислоты, можно отметить 
накопление ОМФ, что свидетельствует о ­нарушении процессов 
её обмена. Среди метаболитов оротовой кислоты появляется но­

вый пик радиоактивности­Х. и* ­ величина этого соединения в 
системе I = 0,37, что несколько больше оротовой кислоты 
( 0 ,32 ) , меньше УШ (0 ,41) и барбитуровой кислоты (0 ,48) .Со­

единение слабо обсорбирует УФ­лучей, выделить ее в препара­

тивных масштабах и идентифицировать нам не удалось. 

Повышение концентрации 6­азаурацилв в экстрактах приво­

дила к активизации образования соединения X из оротовой кис­

лоты. Добавление к экстрактам 6­азаурацила и ФРФФ способство­

вало исчезновению соединения X и активному образованию ура­

цила. Маловероятно, что экзогенный ФРФФ в этом случае до та ­

кой степени активировал ОМФ - пирофосфатазу^ что накопление 
урацила объяснима расщеплением УМФ, образовавшегося впослед­

ствии слабой, хотя и заметной, активности ОМФ­декарбоковяа­

зы экстрактов. Результаты, приведенные в рис.2 , указывают, 
что уже двухкратный перевес концентрации 6­азаурацила над 
ОМФ в присутствии ФРФФ на 90­95* ингибировал активность ОМФ 
декарбоксилазы. При изучении накопления урацила в экстрак­

тах В. ааьавгапв 9 концентрация 6­азаурацила в 10 раз пре­

вышала концентрацию ортовой кислоты. 

Стимулирующее действие 6 аза УМФ на образование урацила 
из оротовой кислоты была обнаружена и в белковой фракции 
экстракта клеток, выращенных в присутствии 6­азаурацила (рис. 
4). Неожиданностью явилось обнаружение нами у тиаминпирофос­

фата аналогического, хотя менее выраженного чем у 6 аза УМФ, 
свойства стимулировсть образование урацила из оротовой кисло­

ты. 



нМ урацила нМ урацила 

30 60 

60 so­60 so­

ка tt-

i 

м .3 
ЗА io­ / »k 

jS^, •* 

^-^Г_^ Л 
время, « 90 60 время, 

а мин. б мин. 
Рис.4. Накопление урацила иа оротовой кислоты 2 ­ ^ , в 

экстрактах Bacillue adhaerana 
. а)­экстракт клеток,выращенных в присутствии оротовой'кислоты 
б)­экстракт клеток, выращенных в присутствии оротовой кислоты 

и 6 азаурацила 
1) инкубационная смесь с оротовой кислотой; 
2) то же с б азаурацилом; 
3) то же с б азаурацилом и ФРФФ; 
4) то же с тиаминпирофосфатоы. 



Схема метаболизма оротовой кислоты в экстрактах 
В. ааьаегапа 9 , выращенного в присутствии 6­эзаурацила нам 
представляется следующей: 

Оротовая > ОМФ УМФ ^_ 
кислота 4» ингибиция 

6­азаурацил . 6 аза УМФ 

активация 

X 

активация 

_^ уранил 

У В. adhaerans 9 действительно осуществляется обходный 
путь синтеза уридиловых нуклеотидов из оротовой кислоты, но 
не прямым.декарбоксилированием последней, а с образованием 
промежуточного продукта X. Слабая абсорбция : соединения X в 
УФ­лучах указывает на возможную алифатическую природу его 
строения. Стимуляция образования'урацила из соединения X ти­

аминпирофосфатом косвенно указывает на возможное участие 
тиамин ­ зависимых декарбоксилаз Х­оксикарбоновнх кислот в 
этом процессе. Можно выдвинуть гипотезу, что изучаемый нами 
штамм В. adhaerana 9 имеет какой­то мутантный тиамин ­ з а ­

висимый фермент ­ декарбоксилазу, который в результате этой 
мутгцки: А)приобрел способность использовать в качестве ко­

фактора 6­аза УМФ; б)приобрел способность декарбоксилиро­

вать какое­то производное оротовой кислоты (возможно алифа­

тическую J& - окси­карбоновую кислоту). Следовательно, до­

бавление 6­азаурацила в среде культивирования подавляет об­

разование УМФ из оротовой кислоты через стадию ОМФ, но от­

крывает обходный путь, биосинтеза УМФ, в котором, неисключе­

но., участвуют тиамин­зависимые декарбоксилазы. Присутствие 

'ЗКЗОГеННОЙ ОрОТОВОЙ КИСЛОТЫ ДЛЯ СНЯТИЯ ИНГИбИТОрНОГО S 0 3 -

действия 6­азаурацила можно объяснить недостаточной эффек­

тивностью обходного пути биосинтеза УМФ для обеспечения 
клетки пиричядинамк за счет "внутренних ресурсов", или *е 
подавлением de novo биосинтеза оротовой кислоты 0М5, кото­

рый накапливается в присутствии 6­аззурацила ( табл .2 ) . Кос­



венным подтверждением правомерности выдвинутой гипотезы слу­

жило бы выделение дефектных по тиаминовыми ферментами микро­

организмов, которые были бы 6­азаурацил­зазисимы. Надо отме­

тить, что такие мутанты в нашей лаборатории получены, изуче­

ние их свойств проводится. Для подтверждения гипотезы о учас 
тии мутантных тиаминовых ферментов в метаболизме оротовой ' 
кислоты у В. adhaerane 9 необходимы дальнейшие исследова­

ния. 

Выводы 

1.Выделен штамм Bacillue a,dhaerana 9, проявляющий ре­

зистентность к 6­азаурацилу в присутствии оротовой кислоты. 
2.В случае выращивания штамма на полной синтетической 

среде с оротовой кислотой биосинтез УМФ протекает по извест­

ной схеме метаболизма через стадию ОМФ. 
3.Добавление 6­азаурацила в среде культивирования на 90% 

снижает активность ОМ$­декарбоксилазы В. adhaaran« 9. 
4.Б случае выращивания штамме на полной синтетической 

среде с оротовой кислотой и 6­азаурапилом, биосинтез 1Ш 
протекает по до сих пор неизвестному пути метаболизма, вклю­

чая 6 аза УМФ или тиаминпирофосфат зависимое образование ура 
цила от неидентифипированного, возможно алифатического! про­

изводного оротовой кислоты. 



Литература 

I« Lieberman I.,Komberg A

.,Sineme E.S.­J.Amer.Chem.Soo., 
76,p.2844,1954. 

2.0 fonovan G.A.,Ueuhard J.­Bacterlol.Rev..34.P.278.1970. 
3. Vogel G.B..Van der Drift C.­Bacteriol.Rev.,£0,p.403,1976. 
4 .Svoda J . ,2orn P.­Biochem.Biophye.Acta,28,p.659,1958. 
5. Kulhanek M.,Svatek E„,Tadre M.­Polia Microbiol.. 10. 

p . 142,1965. 
б.Витол М.Я., Шапошников В.Ы., Швачкин Ю.Р.­ДАН АН СССР, 

.1967, 174. с. 1202. 
7.1Муйжниекс И.О.­ В кн. : Использование и трансформация пури­

новых и пиримидиновых соединений микроорганизмами.Рига: 
ЛГУ им.П.Стучки, 1978, С.4. 

8.3инченко В.В., Бирюкова И.В.­Улкробиология,1979,48,с.28. 
9. Jund R.,Lacroute ?.TJ.Bacterio!.,109.,p.196,1972. 
IOJSVoda J.­In:Handbook of Experimental Pharmacology ,14., 

p.349,1976, 
П.ОДуйжниекс И.О., Битолс М.Я.­В кн.: Современные методы ис­

следования нуклеиновых кислот и нуклеаз микроорганизмов. 
Казань: КГУ им.В.И.Ульянова­Ленина, 1980, с.47 

1 2 .Красильников H.A. Определитель бактерий актиномицетов,­М,1951. 
1 3 . Lowry O.H.,Roeenbrough N.J.,Parr У..Randall R.J 

J.Biol.Chem.,19J,p.265,1951. 



Межияя Г .Р . , Каминска Э.В. 
ЛГУ пм.П.Стучки, Ин­т микробиол.­_ 
ГЕИ_ им. А. Кирхенштейяа АН ЛатвССР 

Изучение различных способов стерилизации 
отрубей 

В последние годы резко возрос интерес к получения раз­

личных биологически актипых препаратов путем поверхност­

ного культивирования микроорганизмов на твердых субстратах 
­ отходах сельского хозяйства и пищевой прэмыаленяости. Ел-

рокое применение нашли отруби, которые характеризуются высо­

ким содержанием питательных веществ. Они содержат экстрак­

тивные вещества ­ около 51%, белок.­ 12%, жиры ­ 3* , целлю­

лозу ­ 16*, зола ­ 6*, в значительных количествах калий, 
фосфор и витамины (тиамин, рибофловин пантотеновея кислота 
и др ) . Отруби богаты разнообразными микроорганизмами ­ I г 
отрубей содержит несколько сотен тысяч плесньвых грибов и 
несколько миллионов бактерий ( I ) . 

Отруби являются сравнительно трудным объектом стерилиза­

ции по сравнению с соломой, травяной: мукой и др. жидкими 
отходами. 

При производстве ферментных препаратов применяется паро­

вая стерилизация под давлением ( 2 ) . Влажное тепло в виде на­

сыщенного пара под давлением является наиболее верным легко­

управляемым средством уничтожения всех видов микроорганизмов. 
При этом влажное тепло по бактерицидным свойствам значитель­ . 
но превосходит сухое тепло. Поэтому стерилизация паром по сте­

пени ее распространения в практике занимает первое место ( 3 ) . 
Однако стерилизация питательных сред паром в промышленных 
условиях сравнительно длительный процесс (5­8 ч . ) . Для сте­

рилизации отрубей требуется специальная аппаратура с пере­

мешиванием. Бо время стерилизации происходит клейстеризация 
крахмала и среда на основе отрубей становится тестообразной, 
что является отрицательным явлением не только при транспор­

тировке ее, но и для культивирования аэробных микроорганиз­

мов. 



Целью настоящей работы явилось изучение различных спо­

собов стерилизации отрубей и их сравнительная оценка. 

Материалы и методы 

Объектом исследования служили пшеничные отруби. Агентом 
стерилизации служили тепло и различные химические вещества: 
перекись водорода, перуксусная кислота, муравьиная кислота, 
сернея кислота, формальдегид. Условия стерилизации представ­

лены в таблице. 
После стерилизации пшеничные отруби внесли в стерильную 

питательную среду Хотингера. Колбы ставились в термостате 
при 28°С на качалке в течение 24 ч . После этого проверялась 
стерильность питательной среды высевом на чашках Петри. 

Результаты и их обсуждение . 

Полученные результаты изучения различных способов стери­

лизации пшеничных отрубей представлены в таблице. 
Данные таблицы свидетельствуют, что 6*­ный раствор пере­

киси водорода в сочетании с нагреванием до 55°С в течение 
I ч. обеспечивает стерильность отрубей. Более низкие Темпе­

ратуры и концентрации раствора перекиси водорода не облада­

ют бактерицидными свойствами при обработки пшеничных отрубей. 
Добавление муравьиной кислоты в концентрации 1% значительно 
повышает стерилизационную способность перекиси водорода. 

Положительной стороной является то, что перекись водоро­

де полностью расходуется в процессе окисления, не давая по­

бочных продуктов. Перекись водорода разлагается с образова­

нием воды и кислорода. 
Перуксусная кислота или надуксусная кислота по бактери­

цидным свойствам в 5 раз выше уксусной кислоты ( 3 ) . Меха­

низм действия иеруксусной кислоты имеет много общего с меха­

низмом действия перекиси водорода. Перуксусная кислота явля­

ется мощным окислителем. При этом она разлагается с образо­

ванием уксусной кислоты, воды, кислорода. Особую популяр­

ность как бпктерииця перуксусная кислот) гриобрела в Чехо­

словакии, где она применяется в сочетании с перекисью водог о­



да и серной кислоты ("Перетопил"). Перетерял содержит 36­40^ 
перуксусной кислоты, 7-Ву1, перекиси водорода и максимум 1$ 
серной кислоты. Под воздействием 0,05 ­ 1,001» раствора пер­

стерила пэгибадт все виды микроорганизмов и их споры ( 3 ) . 
Эти литературные данные подтвердились и в наших опытах 

при обработке пшеничных отрубей (таол. ) 
Действие перуксусной кислоты проявляется очень быстро ­

- 1% раствор при комнатной температуре в течение 0,5 ч. об­

ладает высоким бактерицидным свойством (таол.).Кроме того ос­

татки уксусной кислоты в отрубях могут быть использованы ми­

кроорганизмами как источник углерода. 
Формальдегид ­ альдегид муравьиной кислоты по данными 

таблицы в концентрации 2% !;асвтора и выше обеспечивает сте­ ' 
рильвость пшеничных отрубей. Формальдегид ядовит, поэтому в 
опытах обработанные отруои формальдегидом выдерживали при 
Ю5°С сравнительно длительное время 112­24 ч . ) , чтобы созда­

вать возможность более полной летучести формальдегида. В свя­

зи с этим формальдегид не может быть рекомендован для стери­

лизации отрубей, предназначенных для выращивания микроорга­

низмов. 
11о данным таблицы видно, что при стерилизации отрубей 

паром под давлением важную роль играет содержание воды. Воз­

душносухие отруби, выдержанные при 120°С в течение I ч . , не­

стерильны. При увлажнении отрубей стерилизационная способ­

ность тепла увеличивается. 
Для сухого жара время термической гибели значительно про­

должительнее и температура выше по сравнению с влажным теп­

лом. Оухожарная стерилизация гарантирует стерильность пшенич­

ных отрубея при их стерилизации в течение 2 ч. при температу­

ре 150°С. При этом структура отрубей практически не меняется. 
Таким образом проведенные опыты показывают, что Такие 

химические вещества, как перуксусная кислота и перекись во­

дорода в сочетании с нагреванием позволяют получить практи­

чески стерильный материал для выращивания микроорганизмов. 
При этом структура отрубей ирактически не меняется и сокраща­

ется время, стерилизации и расходы тепловой я электрической 



Таблица 

Стерилизационная способность различных физико­химических 
средств при обработке пшеничных отруоеи 

Агент стерилизаций Концен­ Время Темп"ра­ Эффект 
трация, обработ ­ тура, воздей­

кя,ч.. °и ствия 

Перепись водорода ­Н^С^ 8 6 1Ъ нестерильно 
6 1 40 И 
6 I 05 стерильно 

­ " ­ +1;ь муравьянная 
кислота 3 I 05 
Перуксусная кислота 1 0,5 18 стерильно 
СйуСОООН ' • и,ь 0,5 18 нестерильда 
­ " ­ + 0 , Ц 4 перекись водо­

рода + 0,1% серной к­ты 3 
° х § _ 18 стерильно 

Формальдегид ­ НиОп I '24 100 нестерияжта 

•— 2 24 105 (са̂ ригашив 

--- 5 12 
Владное тепло иод давлением 
воздушносухие отруби - I тз 
отруби: вода 1:1 1 п в ' СТ^ЦОЛИНП) 

1:2 120 
Сухожарная стерилизация 
воздушносухие отруби 2 150 стеиильно 

анергии по сравнению с стедавсзациех шроя сох давлением. 
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Оценка пригодности фурцелларана для 
микробиологических целей 

Для выращивания микроорганизмов широко используют плотные 
питательные среды. Основными компонентами их являются г еле­

образующие вещества, среди которых главное место принадлежит 
сгар­агару ( 1 , 2 ) . 

Потребность на агар­агар в разных отраслях народного хо­

зяйства, в т . ч . и в микробиологии возрастает с каждым днем, 
хотя уже в настоящее время он является резко дефицитным • 
сырьем, часть которого за высокую стоимость закупается за гре 
ницей. 

Несмотря на широкую применяемость, агар­агар имеет ряд 
существенных недостатков, таких как, чувствительность к низ­

ким значениям pH питательных сред, к действию высоких темпе­

ратур и к повторным ""зрмическим обработкам. ; 
В связи с вышесказ.'зн­им данная работа посвящена решения 

двух вопросов ­ поиску нового заменителя агар­агара, лишен­

ного упомянутых недостатков, и определению оптимальных ус ­

ловий приготовления плотных питательных сред с использова­

нием нового гелеобразующего компонента. 
На основе ранее проведенных работ (3 ) для этой цели на­

ми был выбран фурцелларан ­ агароподобное гелсабргзующее ве­

щество, получаемое из водорослей Балтийского моря фурцелля­

рий ( Furcellaria faatigiata ) , производимое в СССР (Эстон­

скея ССР, Латвийская ССР и д р . ) . До сих пор фурцелларан на­

ходит применение только в кондитерской про.ташленности для 
изготовления желейных кондитерских изделий. 

Химический состав и физико­химические свойства фурцелла­

рана и агар­агара даны в таблицах 1­3 ( 3 , 4 ) . 
Сопоставляя основные химические показатели фурцеллара­

на и агар­агара из водорослей анфельций (Ahnfeiita plicata 
следует сказать, что фурцелларан отлг"ается более высоким 
содержанием общей золы, азота и азотистых веществ ( табл .1 ) . 



Результаты исследований углеводного состава фурцелла­

рана в литературные данные о составе агаров советского и 
японского производства (табл.2) свидетельствуют о том, что ' 
по углеводному составу фурцелларан не имеет большого отли­

чия от агаров, полученных из других видов водорослей. 
Физико­химические данные показывают ( табл .3 ) , что по • 

прочности, температурам плавления и застывания 0,85*­ного 
ступня фурцелларан уступает студням агара. Но увеличение со ­

держания сухого вещества до 1,7* дает возможность получить 
студни фурцелларана, соответствующие требованиям ГОСТ № 
17206­71 ( 5 ) . Температура плавления слизевой кислоты для 
фурцелларана и других видов агара колеблется в пределах 
214­223°С ( 3 , 4 ) . 

Оценка пригодности фурцелларана для микробиологических 
целей проводилась со следующими штаммами: Brevibacterium ар. 
22,BreviDacterium flavum НС­ 115, Kicrococcua glutamicus 95, 
Escherichia coli Escherichia cc­li 11­12, Pichia fer­
meBtaEa BKM у ­ 296, Zygosaccharomyces mognolium BKM y­

­ 879, Tr iohoaporon cutaneum 8 ­ 3 , дрожжи винодельческие. 
Первые пять штаммов выращивали на бульоне, а последние четы­

ре ­ на солодовом сусле при введении в количестве 1,4 ­ 3,0* 
гелеобразующего компонента ­ фурцелларана (отбеленного или 
неотбеленного) или бактоагара фирмы "Ферак". Результаты экс­

периментов показали, что все проверенные штаммы хорово рас­

т;т и образуют колонии на средах, содержащих фурцелларан от­

беленный в концентрации 2,2* и выше, или неотбеленный 2,0$ 
и выше. Особенно ценным показателем фурцелларана, имеющим 
огромное значение в микробиологии при изготовлении плотных 
питательных сред, является термо ­ и рН стойкость, т . е . при 
повторном нагревании и при сравнительно низких значениях рН 
среды (до 3) прочность студня практически не меняется, что 
не наблюдается на средах, содержащих агар­агар. Кроме того, 
фурцелларан имеет способность образовать менее твердую по­: 
верхность питательной среды по сравнению с агар­агаром, что 
способствует лучшему росту микроорганизмов. 



Наименование 59а§1^5^А^^1_20Й1£25ИХ_вещсс5в 
Фурцеллапан агар­агар 

Влажность Ib ,2ö 18,00 
Азот общий 0,43 
Азотистые вещества 2,69 1,0 ­ 2,0 
Сырая клетчатка 0,29 
Органические вещества 66,46 
Зола общая 15,29 6,55 
Зола растворимая 
в воде 14,33 
Зола нерастворимая 
в зоде 0,93 

-Зола нерастворимая • 

в 10% HCl 0,34 — 
Элементный состав 
золы: Се 2,95 ' 1,44 

Kg 0,21 0,125 
Fe 0,02 0,087 

• р • 0,003 0,003 
• зо 4 16,45 не опред. 

J следы 
-

Химический состав фурцеллерана и агар­агарэ 
• . из анфалъцан 



Наименование Содержание, % от ;хих_в_е!цс­стБ_ 
Клетчат­ ?Б пос­ Галак­­ Глюкоза 
ка ле ги­

др ол. 
тоза 

Фурцелларан 0,29 45,35 29,се кеопр. 
Агар беломорский 0,09 54,36 27,20 13,80 
Агар приморский 0,36 59,26 29,50 11,90 
Агар сахалинский 0,06 45,60 35,90 9,8 
Агар курильский 0,09 44,90 -
Агар японский 0,03 56,70 27,00 14,2 

ТПлица 3 

Физико­химические свойства фурцелларана и агзр­агара 
(0,85*­ного студня) 

Наименование Фурцелларан Агар­агар 
Прочность студня в г на сухое 
в­во 66 
Падение прочности студня в % 
после нагревания в течение ­

2 ч . 5,6 
Температура застывания раствора 
агара в °С 27 
Температура плавления студня в °С 51 
Содержание веществ, нерастворимых 
в горячей воде в % 0,26 
Содержание веществ, растворимых 
в холодной воде 15,27 
Прочность 1,7*­ного студня 
фурцелларана в г 236 

не манее 200­300 

не менее 
1000 ­ 1400 

не ниже 30 
не ниже 80 

не более 0,3­0,5 

не более 10­14 

Углеводный состав фурцелларана я разных агаров 
советского и японского производства 



Выводы 

Результаты химических, физико­химических и микробиологи­

ческих исследований дает возможность считать фурцелларан из 
балтийских фодорослей достойным заменителем агап­агара при 
изготовлении плотных питательных сред. Особенно ценными по­

казателями фурцелларана является его термо­ и рН стойкость, 
а такие способность образовать менее плотную поверхность 
студня. В связи с этим использование фурцелларана в микроби­

ологической практике может расширить сырьевую базу и удеше­

вить стоимость плотных питательных сред. 
При ̂ изготовлении плотных питательных сред рекомендуется 

использовать фурцелларан отбеленный в концентрации 2,2% и 
выше, а фурцелларан неотбеленный ­ 2,0% и выше. 
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