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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ХАРАКТЕРА ДВИЖЕНИЯ ИОНОВ ВОДОРОДА.
КАЛИЯ И НАТРИЯ ЧЕРЕЗ МЕМБРАНЫ БАКТЕРИИ С ПОМОЩЬЮ 

КАТИОНСЕЛЕКТИВНЫХ ЭЛЕКТРОДОВ

В работе показаны возможности использования метода одновременного определе­
ния активностей ионов калия, натрия и водорода для анализа кинетики обмена ионов у 
бактерий. Учитывая значительное отношение поверхности к объеме у бактериальи, и 
суспензии, метод позволяет определять небольшие изменения в характере транспорта 
этих ионов.

Определение внутриклеточной концентрации ионов методом пла­
меннофотометрического анализа [6, 8] ч наблюдения за перемещением 
изотопов через клеточные мембраны [4. 5] позволили решить ряд серьез­
ных вопросов, связанных с транспортными системами бактерий [1, 7| 
Каждый из указанных выше методов исследования обладает рядом нс- 

| оспоримых преимуществ. Однако при решении некоторых задач имеется 
необходимость как в многочасовом одновременном наблюдении за 
транспортом всех ионов, так и в регистрации изменений в короткие ин­
тервалы времени (например, 1—2 мин). Кроме того, визуальное по 
стояиное наблюдение за характером переноса ионов позволило бы во 
время эксперимента вводить в среду вещества, влияющие на транспорт, 
и наблюдать кинетику их действия.

Исходя из этого, в данной работе предлагается использовать метод, 
основанный на том, что отношение поверхности к объемх у бактериаль­
ной суспензии достигает значительных величин (~105 см ~1), и даже 
небольшие изменения в переносе попов можно достаточно четко видеть 
по изменению их активности в наружной среде.

Методика. Определение изменений активности ионов калия и натрия, а также pH 
наружной среды производилось с помощью макро-лектродов, изготовленных н с 
нетствующих катионгелективных стекол на кафедре физической химии Ленинградски; • 
государственного университета.

Электроды, чувствительные к 1\Э и Na՜1՜, были изготовлены из стекол фирм л 
Jenaer Glaswerk Sclioua a Gen. (Mainz) и имели константы селективное!и, ка­
лиевый электрод К|< ч= 1:4 и натриевый электрод К = 1:1000. Водородный 
■лектрод был изготовлен из стекла КСТ. Электродом сравнения служил хлорсеребря 

ный электрод, приготовленный на ЗМ KCI, сваренном на агаре.
Поглощение и выведение ионов бактериями определялось по изменению их актив­

ностей в среде потенциометрическим методом. Чтобы наблюдать небольшие и.мокни 
активностей, потенциал электродов компенсировался на выходе с pei истрирх юни > 
прибора, так что записывающий прибор показывал лишь изменения исходной акте.
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мости иопон в омывающей бактерии среде в вите изменений электродных потенциалов 
AEk . 1EN» и ДрН. Приборами, регистрирующими электродные потенциалы, служи­
ли высоковольтные милливольтметры (pH—метры тина ЛПУ-01), а опись про 
изводилась на самопишущем потенциометре типа 1\( II 4 Дрейф нуля не превышал 
допустимый для указанных приборов. Весь опыт проходил в измерительной термоста­
тируемой камере в объеме 20 мл при температуре 37°С.

Для экспериментов был использован штамм Streptococcus faccalis СС.ЕВ 079 
(грам-положительный), который хранился на агаровых чашках (МПА и РА). Прямо 
с лих чашек бактерии инокулировались в жидкую ростовую среду следующего состава 
[7] дифко-триптон 1.0%, дифко-дрожжевой экстракт -0,5%, глюкоза—56 мм,
Х’а2НРО4 60 мм и аргинин солянокислый 30 мм; pH среды был 7,5 7,6. Бактерии вы­
ращивались в термостате при 37 в течение 18 23 час. После этого 100 мл суспензии 
дважды отмывались в дистиллированной воде центрифугированием при 3000 об/минX 
20 мин. Затем бактерии концентрировались в 200 раз, и уже 2 мл клеточной суспензии 

воде добавляли к 18 мт раствора, находящегося в измерительной камере при 37°. 
Через несколько минут и в конце опыта из камеры отбиралось 0,1 мл суспензии для 
снятия титра. Обычно титр сохранялся в предела.՝ (2-4֊ 5) • 109, и при превышении это­
го количества наблюдалась гибель бактерий до указанного максимального титра. Ос­
новной экспериментальный раствор содержал KCI I мм; NaCI I мм; г рис—0,2 м; 
Н3РО4 -50 мм; MgSO4 0.4 мм при pH. 7,8. Глюкоза добавлялась в раствор в период 
i пытч по мере необходимости.

Результаты и обсуждение. На рис. I. приведен многочасовой экспе­
римент, .характеризующий связь между переносом ионов водорода н 
натрия из клетки и поглощением ионов калия. В первые 1,5 час. в раст­
воре отсутствовала глюкоза и, естественно, не наблюдалось энергозави­
симого выхода Н+ из бактерий. При этом ионы калия покидали бакте­
риальные клетки с достаточно высокой скоростью. Добавление глюко­
зы з среду привело к тому, что бактерии стали выводить ГИ в обмен 
на поступающие в клетку ионы К+։ Когда же клетки набрали высокую 
внутриклеточную концентрацию калия к 3 час., дальнейшее энергозави­
симое выведение Нн стало необходимым для поддержания этой высо­
кой концентрации от 3 до 4 час. и т. д. Выход же ионов из клеток 
оканчивался в первые 5—7 мин [8].

Достаточно удовлетворительно можно проследить также за харак 
1ером сопряжения между переносом 11 и поглощением К бакте­
риальными клетками. Добавление в среду 0,1 мМ ТТФБ (тетрахлор— 
--грифторметилбен’.имидазол), уменьшающего абсолютную величину 
мембранного потенциала [3], приводит к эффекту, представленному на 
рис. 2. Согласно гипотезе Гарольда с соавторами [5], в мембранах бак- 
|ерии имеется водородный насос, который энергозависимо и электроген- 
но транспортирует Н! из клетки в среду. Образуется разность потен­
циалов на мембране с отрицательным потенциалом па ее внутренней 
<тороне. Ионы калия поступают в клетку по градиенту этого электриче­
скою поля. Как из рис. 1, так и из рис. 2 следует, что только при выве­
дении 11 из клеток наблюдается поглощение К *. Когда в среду вво­
дится ГТФБ (рис. 2), величина мембранного потенциала резко умень­
шаемся и, следовательно, исчезает сила, удерживающая ионы калия в-
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Рис. I. Обмен 11 к деток 8 Песай- на К 
держит 1 мг-ион К /л; I к — потенциал

наружной 
калиевого

среды. Среда со-
электрода; Г=37°;՛

Ь—бактерии; Г—глюкоза.

О 20 Ю хм

Рис. 2. Разобщение поглощения ионов калия от выделения иоиов водоро­
да у 5. (аесаПз с помощью 10 М ТТФБ (тетраллор-2-трифгорметилбен- 

зимидазол). 13—потенциал калиевого .лсктрода; I = 37 Г—глюкоза.

клетке, что ведет к резкому их выход) г среду. При этом аппликация 
I ГФБ не влияет на работу Н4՜ -насоса.

Таким образом, с помощью катпонселектпвных электродов возмож­
но вполне проело и наглядно продемонстрировать ряд феноменов, при­
сущих транспорту ионов у бактерии (1].

В настоящей работе указаны лишь качественные возможности ме­
тода. Однако можно произвести и количественный анализ, пспользоваг 
обычные уравнения для определения активностей [2].
Ереванский физический институт, 

лаборатория радиационной биофизики _ Поступил» 21.1 1973 г.
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