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осмотический контроль функции
Н+-АТР-АЗНОГО КОМПЛЕКСА F։-Fo Y ESCHERICHIA COLI

А. А. ТРЧУНЯН, Э. А. КАРАГУЛЯН, П. А. ВАНЯН

Изучен осмотический контроль функции И +-АТР-азного комплекса F|.FC у бак­
терий Escherichia coll. Х,М'-дициклогексилкарбодпимид (ДЦКД)—чувствительная 
секреция 2Н + через FrF0 и поглощение 1К.+ через TrkA систему у бактерии в ана­
эробных условиях в присутствии глюкозы чувствительны к изменению осмотического 
давления среды. Осмочувствигелыюсть обоих процессов утрачивается у ипсВ мутаит- 
та при дефекте в субъединице с молекулярным весом 24000 д протонного канала F(). 
Найдена «конкуренция» между ДЦК.Д и осмотическим давлением среды за ингибиро­
вание, или отключение функции Fj. Fo. Осмотическая чувствительность секреции 2Н+- 
через F։-Fo исчезает у сферопластов бактерий. Обсуждается возможность регуляции 
функции Fj.Fq с помощью периплазматического «белка-клапана».

Ключевые слова: Н+-АТР-азный комплекс, грамотрицательные бактерии, - осмоти­
ческий контроль.

Грамотрицательные бактерии Escherichia oo!i поддерживают вы­
сокое тургорное давление благодаря накоплению К 1 [8, 9]. Опи по­
глощают К + с помощью различных транспортных систем: Kdp, TrkA 
и TrkF [18, 19]. Установлено, что скорость поглощения К+ через эти 
.системы возрастает при увеличении осмотического давления среды [18].

В анаэробных условиях в присутствии глюкозы TrkA система об­
разует суперкомплекс с Н + -АТФ-азным комплексом F։-Fo, который 
функционирует как Н+ — К+-насос и обменивает 2Н + клетки на IK+՜ 
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среды [3, 4, 7, 11, 13, 14], причем такой обмен чувствителен к осмоти­
ческому давлению среды [6, 11]. При этом ТгкА система не имеет соб­
ственного регуляторного механизма [3, 4, 13].

В настоящей работе излагаются результаты исследований, показы­
вающие, что регуляция тургорного давления и поглощения К+ через 
ТгкА систему у бактерий Е. соИ осуществляется через Н + -АТР-азный 
комплекс; тем самым допускается более сложная роль Е1-Ео в жизне­
деятельности этих бактерий: он является не только генератором раз­
ности электрохимических 'потенциалов Н + , но и регулятором внутри­
клеточной концентрации К + и тургора клетки.

Материал и методика. В исследованиях использовали культуры бактерий Е. соИ 
К 12 (%) и мутант ՝ТК 509, дефектный по ТгкА системе [17], последний был получен 
от проф. В. Эпштейна (Чикагский университет, США). В работе применяли пептон 
(Фармахим, Болгария), лизоцим (Реанал, Венгрия), калиевую соль пенициллина (Са­
ранский завод медпрепаратов), ДЦКД (Сигма, США), тетрафенилфосфоний (ТФФ+) 
бромистый (Хемапол, Чехословакия).

Бактерии выращивали в пептонной среде с глюкозой [6] до логарифмической 
(2—3 ч) или стационарной (16—20 ч) стадии при 37°. В остальном методика под­
готовки бактерий к эксперименту не отличалась от изложенной ранее [6]. Титр бак­
терий определяли подсчетом колоний после высева на твердые питательные среды.

Сферопласты получали при обработке клеток лизоцимом или пенициллином [2, 
10], что контролировалось под микроскопом.

В ряде экспериментов бактерии подвергали обработке этилендиаминтетрауксус- 
иой кислотой (ЭДТА) и последующему осмотическому шоку для высвобождения пе- 
риплазматических белков [16].

Перенос ионов у бактерий изучали по изменению их активности в среде, измеряе­
мому с помощью ион-селективных электродов [6]. Вклад величины ДЦКД-чувстви- 
тельных потоков ионов определяли либо в параллельном эксперименте с обработкой 
бактерий ДЦКД [7], либо по перегибам на кинетических кривых секреции Н+[11]. 
Результаты подвергали статистической обработке. Величину мембранного потенциала 
определяли по распределению ТФФ + между клеткой и средой, концентрацию которо­
го в среде измеряли с помощью ТФФ +-селективного электрода [1].

Результаты, и обсуждение. Н +—К+-обмен и осмотическая чувстви­
тельность. Ранее нами было показано, что поглощение К + у бакте­
рий Е. соИ в анаэробных условиях в присутствии глюкозы происходит 
в две фазы [11, 12]. В первой фазе осуществляется обмен 2Н + клет­
ки на 1К+ среды [7, 11], который ингибируется при помощи ДЦКД и 
чувствителен к осмотическому давлению среды [6, 7, 11].՜

Характер Н + — К + -обмена у мутанта ТК 1001, в котором функцио­
нируют ТгкА и ТгкБ системы [19], оказался подобным таковому у ди­
кого типа Е. соИ К 12 (А,) и свидетельствовал о том, что поглощение К + 
в первую фазу осуществляется при участии ТгкА системы [12]. При 
этом кажущиеся К га и утах поглощения К+ в первую фазу, определен­
ные по методу Лайнуивера-Бэрка, равны 2,0 мМ. и 0,60 мМ/г мин со­
ответственно (не показано), что хорошо согласуется с литературными 
данными о кинетических свойствах ТгкА системы [19].

С другой стороны, ДЦКД-зависимый и осмочувствительный обмен 
2'Н +клетки на 1К+ клетки отсутствует, как было нами показано, у му­
тантов АМ 120 [13] и АМ 718 [15], имеющих дефект в а субъединице 

АТР-азы Е] Н + -АТР-азнО'Го комплекса и, следовательно, нефункциони­
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рующую АТР-азу [5], что указывает на связь осмочувствительного об­
мена 2Н՜ на 1К+с работой Р։-Ро. Можно предположить, что ТгкА си­
стема не обладает чувствительностью к осмотическому давлению сре­
ды, и только связь потоков Н՜ через Р|-Ро и К +через ТгкА регулиру­
ется осмотическим давлением среды, но опосредованно, через Р(-Ро.

Анализ характера Н~—К + -обмена у мутантов АЦ 382 [13] и АХ 
719 [15] с ипсВ мутацией показал, что у этих мутантов с дефектом в 
субъединице с молекулярным весом 24000 д в протонном канале Ро 
утрачивается осмочувствительность обмена 2Н + на 1К՜. Эти данные 
говорят о том, что Н+-АТР-азнын комплекс действительно обладает 
чувствительностью и к ДЦКД, и к осмотическому давлению среды, т. е. 
как ДЦКД-завнсимость, так и осмочувствительность поглощения К 
через ТгкА систему связаны не с самой ТгкА системой, а с функциони­
рованием Р1-Р0.

«Конкуренция» между ДЦКД и осмотическим давлением среды за 
ингибирование функции Л-Ео- Приведенные данные свидетельствуют 
о том, что функционирование Р|-Ро прекращается как при действии 
ДЦКД, так и при уменьшении осмотического давления среды. ДЦКД 
ковалентно связывается с кислыми остатками глутаминовой и аспара­
гиновой кислот в субъединице с молекулярным весом 8400 д протонно­
го канала Ро [20], а уменьшение осмотического давления среды, как 
предполагается [3, 4], зажимает периплазматический белок между Р.>. 
и клеточной стенкой, закрывая вход в Ро. Тогда ДЦКД может ингиби­
ровать функционирование Р1-Ро только при увеличении осмотического 
давления среды и не будет оказывать влияния на него при снижении 
осмотического давления среды. Действительно, при снижении осмоти­
ческого давления среды введение ДЦКД не ингибирует ,Р։ • Ро, препа­
рат подавляет его работ)? лишь после повышения осмотического дав­
ления среды, включающего обмен 2Н+на 1К*с участием Р|-Ро и 
ТгкА системы (рис. 1, кр. 2; табл.). При обработке клеток ДЦКД До 
снижения осмотического давления среды подобного эффекта не наблю­
дается (рис. 1, кр. 3). Следовательно, нам удалось показать, что су­
ществует «конкуренция» между ДЦКД и осмотическим давлением сре­
ды за подавление функции РгР0- Поскольку ДЦКД является гидро­
фобным 'реагентом и, по-видимому, вступает в связь с Ро в гидрофобной 
части мембраны [20], можно допустить также, что «конкуренция» меж­
ду ДЦКД и «белком—клапаном» происходит косвенно, через измене­
ние конформации Ро.

Осмотическая чувствительность Р\-Ро и периплазматическое про­
странство. Если осмочувствптельность Р, • Ро у грамотрицательных бак­
терий связана с наличием у них периплазматического пространства, то 
она должна исчезнуть у их сферопластов.

Сферопласты Е. соП К12(Х), полученные при обработке клеток 
лизоцимом [2, 10], осуществляют обмен П + на К+ со стехиометрией 
ДЦКД-чувствительных потоков ионов, равной 2Н+клетки на 1К+ сре­
ды (рис. 2; табл. ). Наблюдаемый обмен продолжителен во времени, 
перегиб на кривой секреции Н +, свидетельствующий об отключении 
протонного насоса [4, 11], выявляется позднее, на 6—8-й минуте. Как
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следовало ожидать, включение этого оомена происходит и при сниже- 
нии осмотического давления среды (рис. 2, кр. 3). Обмен 2Н+ на 1К + 
не наблюдается у сферопластов. дефектного по ТгкА системе мутанта 
ТК509 [17], полученных обработкой клеток лизоцимом (не показано).

При обработке клеток Е. со!։՜ К12(л) ЭДТА и последующем осмо-
тическом шоке происходит высво­
бождение периплазматических бел­
ков [16]. Такая обработка не влия­
ет на обмен 2Н + на 1К+ (табл), 
однако он теряет чувствительность 
к осмотическому давлению среды 
(не показано).

О 10 20
ВРЕАЯ (ЖЯ4

Рис. 2. 
и осмотическим давлением среды за

Рис. I.
Рис. 1. Конкуренция между ДЦКД
ингибирование функции F։. Fo и TrkA системы у Е. coli К 12 (X). 1—бак­
терии отмыты в растворе с осмотичностыо 800 мосМ, созданной с по­
мощью сахарозы, и перенесены в экспериментальный раствор с осмотич­
ностью 570 мосМ; 2—тот же эксперимент, но введен ДЦКД (стрелка) 
в концентрации 5X10 ~4М; 3—бактерии отмыты в растворе с осмотич- 
иостыо 800 мосМ, созданной с помощью сахарозы, в присутствии ДЦКД 
в концентрации 10-4М и перенесены в экспериментальный раствор; глю­
коза в концентрации 50 мМ, pH 7,8, осмотические шоки (стрелки) величи­

ной 150 мосМ созданы введениями сахарозы.
Рис. 2. Кинетика секреции Н+ и поглощения К + у сферопластов Е. coli 
К 12(Х), полученных при обработке клеток лизоцимом. 1—сферопласты 
отмыты в растворе с осмотичностью 400 мосМ, созданной с помощью са­
харозы, и перенесены в экспериментальный раствор с осмотичностью 830 
мосМ; 2—тот же эксперимент в присутствии ДЦКД в концентрации П~4М; 
3—сферопласты отмыты в растворе с осмотичностью 400 мосМ, созданной
с помощью сахарозы, и перенесены в экспериментальный раствор с осмо­

тичностыо 270 мосМ; глюкоза в концентрации 50 мМ, pH 7,8.
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Та б лица
Скорости переноса Н и К + в период работы ЕГЕО и ТгкА системы у бактерий Е. со11 К 12 (X) в анаэробных условиях в присутствии глюкозы

Условия" эксперимента
Количество 

эксперимен­
тов

Скорости переноса ионов, мМ/мии
Отношение 

ДЦКД-чувстви- 
тельных скоростей 

Н+/К.+
суммарные Д1 [КД-чувствительпые

н-|- К+ ц + к+

При вторичном увеличении осмотического давления среды 
(рис. 1) 5 1,66+0,18 0,17+0,02 0,34+0,03 0,17+0,02 2,0+0,2

Сферопласты, полученные при обработке клеток лизоцимом:

по перегибам на кинетических кривых (рис. 2) 5 1,27+0,16 0,29+0,03 0,59+0,06 0,29+0,03 2,0+0,1

В параллельном эксперименте:

при увеличении осмотического давления среды з 0,65+0,06 0,21+0,03 0,42+0,04 0,21+0,03 2,0+0,1

при уменьшении осмотического давления среды 5 0,80+0,09 0,23+0,02 0,45±0,04 0,23+0,02 2,0+0,1

При обработке клеток ЭДТА в концентрации 10՜2 М с пос­
ледующим осмотическим шоком 5 0,38+0,04 0,08+0,01 0,14+0,00 0,08+0,1 1,8+0,2



’ Весьма неожиданным оказался характер переноса Н+ и К+ у сфе- 
ропластов Е. соИ К 12 (л), полученных при обработке клеток пеницил­
лином [10]. У сферопластов с секрецией Н+, чувствительной к ДЦКД, 
наблюдается лишь выход К+ из клеток (не показано), что говорит не 
только об отсутствии связи с осмотическим давлением среды, но и о на­
рушении функции ТгкА системы- При этом на кривой секреции Н+ 
наблюдается перегиб, свидетелтютвующий об отключении протонного 
насоса [4, И], выход же К+ уменьшается как с возрастанием актив­

ности К + в среде, так и с уменьшением pH среды (не показано). «Пе­
нициллиновые» сферопласты генерируют мембранный потенциал вели­
чиной—150 мВ, включающей ДЦКД-чувствительнуго компоненту (не 
показано). Бактерии, реверсированные из этих сферопластов, осуще­
ствляют типичный осмочувствительный обмен 2Н + на 1К + (не показа­
но). Пенициллин, являясь ингибитором активности ряда ферментов, об­
ладает способностью ковалентно связываться с белками. Возможно, 
он неопецифичеоки воздействует либо на ТгкА систему, либо на ее связь 
с Е]-Ео, но его присутствие не сказывается на функции Е1-Ео.

Совокупность результатов указывает на участие периплазматиче- 
ского пространства в осмотической регуляции функции ЕГЕО. Вместе 
с тем отключение функции Е1-Ео при потере осмочувствительности 
(перегиб на кривой секреции Н+ у сферопластов) говорит о наличии

Рис. 3. Влияние величины первичного ос­
мотического шока на характер переноса 
Н+ и К+ у Е. coli К 12 (X)- Бактерии от­
мыты в дистиллированной воде н перене­
сены в экспериментальный раствор с осмо- 
тичностыо 570 мосМ (1) и 870 мосМ (2); 
глюкоза в концентрации 50 мМ, pH 7,8, 
осмотические шоки (стрелки) величиной 
150 мосМ созданы введениями сахарозы 

и КС1. 
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нного. возможно внутриклеточного, пути отключения, но не включения 
Fi-Fe, -

Внутриклеточный контроль функции FrFo- При насыщении кле­
ток нонами калия теряется чувствительность F։-Fo к осмотическому 
давлению среды. Fi-Fo и ТгкА система, с большой скоростью осуще­
ствляющие обмен 2Н_на 1К + . при накоплении К+в клетке путем не­
однократного включения Fi-Fo с помощью увеличения осмотического 
давления среды даже при сохранении исходной активности К + в сре­
де не включается при последующем увеличении осмотического да-вле- 
■ния среды (рис. 5, кр. 2). Это подтвердилось и при увеличении величи­
ны первичного осмотического шока и последующем увеличении осмо­
тического давления среды (рис. 3, кр. 1). Эти результаты свидетель­
ствуют о том, что увеличение внутриклеточной активности К + может 
ингибировать функции Fi-F0. Согласно данным Роадса и Эпштейна 
[1S], активность ТгкА системы подавляется высокой внутриклеточной 
концентрацией К՜1՜ . Если FrF0 и ТгкА система жестко связаны в мембра­
не и образуют транспортный суперкомплекс [3, 4, 13], то полученные 
■результаты вполне объяснимы. Мы допускаем, что высокая внутрикле­
точная активность К + , возможно, способствует отключению F։-Fo через 
связанную с ним ТгкА систему.

Таким образом, совокупность экспериментальных данных позволя­
ет прийти к следующему заключению: функция FrFo регулируется 
■осмотическим давлением среды; осмотический контроль осуществляется 
через Fo, осмочувствительность Fi-F0 исчезает при нарушении пери- 
нлазматического пространства.

Полученные данные находят удовлетворительное объяснение при 
допущении, что осмотическая регуляция функции Fi-F0 у грамотрнца- 
тельных бактерий осуществляется с помощью периплазматического 
«белка-клапана» [3, 4].
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Fx-F0 Н+ ԱԵՖ-ԱԶԱՅԻՆ ԿՈՄՊԼԵՔՍԻ ՖՈՒՆԿՑԻԱՅԻ ՕՍՄՈՏԻԿԱԿԱՆ 
ԿԱՐԳԱՎՈՐՈՒՄԸ ESCHERICHIA COLI-/' ՄՈՏ

Ա. Հ. ԹՌՋՈհՆՅԱՆ. Լ-, Ա. ԿԱՐԱԳՈԻԷՅԱՆ, Պ. Ա. ՎԱՆ5ԱՆ

/1 լս п ւմն ա и ի ր ված է?ճ?0\\+-ԱԵՖ֊աղային կոմպլեքսի ֆունկցիայի օս֊ 
մոտիկական կարգավորումը E. COli բակտերիաների մոտ։ Դ ի ց ի կլոհ Լ կս ի լ֊ 
կարբոդիիմիդ֊ կախված 2H + - ի ա ր տա մ ղո ւմ ը F լ ’ F 0 միջոցով և IK Ւ-ի ^1սյ՜ 
նոլմը ТгкА սիստեմի միջոցով բակտերիաների մոտ անաէրոբ պայմաննե­
րում, գլյուկոզայի առկայության դեպքում զգայուն են միջավայրի օսմոտիկա֊ 
/լան ճնշման փոփոխության նկատմամբ։ Երկու պրոցեսների о սմ ո զգսւ յն ո ւթ յու- 
\նը կորչում է 1ШсВ մոլտանտի մոտ Fq պրոտոնային ՝ուղու 24000 դ մոլե֊ 
կուլյար կշիո ունեցող են թա մ ի ա վո րո ւմ դեֆե կտ ի ժամանակ։ Ցույց է արված 
գից ի կլոհ ե կս ի լկա ր բո դի ի մ ի դի և մ իջավա յրի օսմ ոտ ի կա կան ճնշման միջև մրը֊ 
ցակցութ յունը Fj • Fq ֆունկցիայի արգելակման համար։ Fx • Fq միջոցով 
2Н+-Д արտ ամ ղմ ան о и մ ո զգա յո ւն ո ւթ յո ւն ը վերանում է սֆերո պլա ոտների 
մոտ։ Քննարկված է պերիպլազմատիկ « ս պիտ ակուց-փ ականի» օգնությամբ 
Fi*Fo ֆունկցիայի կարգավորման հնարավորությունը։
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OSMOTIC CONTROL OF THE FUNCTION OF FrF0 
H -ATP-ASE COMPLEX IN ESCHERICHIA CO LI

A. A. TRCHOUNIAN, E. A. KARAGL'LIAN, P. A, VANIIAN

The osmotic control of H—ATP-ase functioning was studied in 
whole cells of E. colt. DCCD-sensitive extrusion of 2H+ via F^Fo and 
concomitant accumulation of IK՜ by the TrkA transporter were sensitive 
to variations of osmolarity under anaerobic conditions in the presence of 
glucose. Osmosensitivity of both processes was absent in uncB mutants 
with an altered 24000 D of Fo protein of the proton channel. DCCD did 
not inhibit H+-translocation by the ATP-ase during osmotic downshock. 
ATP-ase dependent extrusion of H՜ was insensitive to variations of 
osmolarity in spheroplasts. Regulation of F1-Fo functioning by a periplas֊ 
rnic “protein-valve" was discussed.
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ЭКОЛОГИЯ МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ В СВЕТЕ ИХ 
БРОДИЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ

С. Ш. ТЕР-КАЗАРЬЯН

Установлено, что по сводным данным о количестве штаммов молочнокислых бак- 
1ерий, идентифицированных в лабораториях страны за последнее столетие, можно 
:удить о распространенности отдельных видов. Распространенность видов коррели-
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