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Арн У РАЗЛИЧНЫХ БАКТЕРИЙ

Л. ,4. ТРЧУНЯН, В. Л. ТЕР-НИКОГОСЯН

Анаэробно выращенные Escherichia coll К—12 (л). Salmonella (yphlmurium 
I T— 2 ноддержинают A;aHt F около 150 мВ. А1’ у деэнергизованных бактерии и unc— 
.мутантов Е. coll AN 120. S. typhimurhrm TH -31 включаем . DCC‘ - чувствительную 
компоненту. Глюкоза приводит к кратковременному увеличению Д’Е \ диких типов 
бактерий, не обработанных EDTA. Аэробно выращенные бактерии и птройные Ahc- 
юсосси-, lysodeikticus имеют высоки»'։ Д4Г- соответствующий распределению К՜' меж
ду клеткой н средой. Дыхательная цепь является, возможно, мощным генератором Д’Е, 
имеющего существенное значение для рсгуляпнн функции аэробных бактерий. 221



ԱՆաԼրոր պայմաններում ui:’,Lgi/mi ISsCheftChia CO*.. K— 1 ձ (՜ ), S.l. Ill .liellft I Vphl|Ո (IfiUffl

LT—2 ր>.’կտերի;>ն!.րր պահպանում է.ն A^ll-r F ‘/"■'՚ /50 •/'/< 3'1՜ րակտև֊
ր ի աների և E, coll AN 120, Տ. է V թ!1 ԱՈ IK iU 01 TH •-3l UflC —•/■» անտների մոտ ունք, ղի 

ցիկրէհեկսիյ կարրողիիմիւյ-ղւ/այՈւՆ կոմպոնենտ, ԷթիյԼնղիամինոէեւորէ><քացաիււս(1թվ,րվ շմշսւկ֊. 

ւ/ա,1 բակտերիաների վայրի ’"իպեյւի մոտ գւյոէկոգան հանգեցնում Լ 3՝1 -ի կարճատև մեծացման, 

Աերոր պաշմաններում աճեցված բակտերիաներս I։ սւերոր MiClQCOCCHS IV Sodelk I I C Li Տ ունեն 

բարձր 3՝1 , որի արմերը համընկնում / ՈքՒ միջավայրի միջև \ K 1 - ի բայի,մւօնրւ Շնշաոա- 

կան շղթան հանդիսանում / 3'1 -ի հգոր գեներատոր, որն սւերոր բակտերիաների ֆունկցիո֊ 

ների կարգավորման համար ունի Լական նշանակություն.

Anaerobically grown Escherichia euli Salmonella tуph'murium
LT- 2 have a proton-motive force 3;a։j- F equal lo 150 mV. 3'1' of bacteria and of the 
unc-mu’ants E. cull ЛА՜ /20, S. lyphlmurium TH—3\ In the uedia without energy 
source has DCC-sens։iive component. Glucose leads lo the short-time increase of 30՜ 
in wild types of bacteria, not treated with EDTA. Aerobically grown bacteria and 
aerobic Micrococcus lysodeiktlcus have the high 3'1՜ which is in good conformity 
with the К distribution between the cells and a medium. Respiratory chain Is po
werful generator of 34', which has essential role for regulation of function in aerobic 
bacteria.

Ключевые слова: анаэробно и аэробно выращенные бактерии. Арн^.< мембранный 
потенциал, градиент pH. транспорт К + .Мембранная форма энергии - Д;։н , постулированная /МлТ'есляом [19] в качестве энергетического посредника между дыхательной или фотосинтетической попью мембран и системой сипи де АТФ-Н \ТФ- синтстазой и нашедшая экспериментальные подтверждения I. бактериях |3. 4, 13], состоит из двух компонентов: электрического ՛ хими-
чсского:

ձս..* 2.3 RT- р - = Д’Г -г Z Api I, где Z — —| . - или равен 58,8 мВ при20 и 61.1 мВ при 37 С. Распределение энергии Дрц- между двумя компонентами зависит от условий среды и потребностей клотхи. При перенесении Е, соН. поддерживающих нейтральный внутриклеточный pH, в кислую среду ДрН возрастает [20, 25]. Поглощение К ՜ у Е. сор, вызывающее рассеяние △ Ф\ приводит к повышению ДрН [1, 7].Дрн, играет существенную роль в энергозависимых явлениях у бактерий. Он служит источником энергии для таких процессов, кок синтез АТФ, трансгидрогеназная рсакния, транспорт ряда ионов и веществ, подвижность клеток и другие (I, 3. -1, 13].Определению и исследованию Ар։< у различных бактерии посвящена настоящая работа.
Материал и методика Бактерии и реактивы. Краткое описание бактерии, ис

пользованных в работе, .тало и табл. I. Использовали стандартные буферные раство
ры (Radiometer, Дания), трис (Reanal, Венгрия), тстрафенклфосфоннй (ГРРН бро
мистый (Chcmapol, Чехословакия). Х.М'-днциклопекснлкярболинмкд (ОСС), салици
ловую кислоту (Sigma, США) и другие реактивы отечественного фоизнодсгва.

Подготовка бактерий к эксперименту. В анаэробных условиях бахтер; । выращи
вал;. в 800 мл лептонной среды с глюкозой [9] в 1-литровой колбе, в афобных в- 
150 мл солевой среды с сукцинатом [II] в 1-лптро։юй колбе, непрерывно встряхивае
мой. Росли в течение 1G—22 ч при 37й. AL iijspdeiktictis выращивали в I V1 ։.։л оме
гой среды с глюкозой [23], в 1-литровок колбе, непрерывно встряхиваемо",, . ри 28°. 
Бактерии обрабатывали этилеидкэминтетрауксусПой кисло! и (EDTA) и । ..центра- 
лип 10 (Е. со/:) или 20 мМ (S', typhlmurium. Л/, lysodcikfici.s, L. salivariusy 

222



В остальном их подготовка к эксперименту не отличалась от ранее описанной [5, 9]. 
Титр бактерий определяли подсчетом колоний после высева на твердые среды, титр мо
лочнокислых бактерий к. $а’нуагп։$— .методом предельных разделений. Размеры бакте
рий определяли с помощью микроскопа «Биолам» с окуляр-мнкронетром (ЛОМО).

Таблица I. Краткая характеристика бактерий, использованных в рабою

Бактерии Генотип Предоста плен Литература

Е. coll К- 12(л) ДНК Mil тип
Е. coll AN 120 мутант tincA Генетическим центром в Нмо—Хей- 

вене (США) 1М
S. ty phi murium LT-2 ДИКИЙ тип В. Саканяном (НИТИ аминокис

лот, г. Ереван)
S. tvphlmurium 

TH 31
мутант нпс проф. Ф. Брагго.м (Брнтанско кс- 

.умбийскнй университет, Ванку
вер. Канала)

M. lysodelklicus 
B-102

дикий тип Всесоюзной коллекцией микроорга
низмов (г. Москва)

L. sallvarius 3071 ДИКИН гни С. Тер—Казарьяно.м (Ереванский 
зоопетинститут) I22J

Величины, Д1|/ и д pH рассчитывали по распределению ТРГ + и салициловой кис
лоты между клеткой и средой соответственно, определяемому с помощью соответству
ющих селективных электродов, изготовленных з Вильнюсском госуннвсрснтете под 
руководством проф. Л. Грннюса.

Распределение К * между клеткой л средой рассчитывали как отношение внутри 
клеточной активности К к его содержанию в среде. Внутриклеточную активность К’ 
определяли по выходу К • ил бактерий после их обработки толуолом в концентрации 
1 -2 мкл/мл. определяемому с помощью К 'Селективного электрода

Результаты подвергали статистической обработке.

Результаты и обсуждение. !. Др,, у анаэробно сращенных бакте
рий. Дрн и перераспределение АЧГ и £хрН. Анаэробно выращенные Е. соП К-12 (л) и 5. 1ур1шп!тип1 ЕТ-2 имеют около150 мВ. С увеличением pH среды от 4,9 до 7,5 АЧ' и ДрН у Е. соНизменяются от 72 и 90 мВ до 143 мВ и нуля соответственно (рис. 1 а), 

Рис. 1. Величины Дрн । Е (Д), 4>(О), 
ДрН (©) и внутриклеточного рЛ (□) 
при различных значениях pH среды у ана- 
робни выращенных Е. со!։ К-12 (X)

(а) и 5. |ур1ппц|г1нп1 1.Т—2 (б). Бактерии 
отмыты в расторг ЕПТ А и перенесены в 
экспериментальный раствор с осмотнчно- 
стыо 430 мосМ, активность К* 0,96 мМ, 
Концентрации 1РР- и салициловой кисло
ты 10 ~й М и 6хЮ՜5 Ат соответственно. 
Отклонения не выходят за пределы обо

значений.а у S. iyphimurium с увеличением pH среды от 4,0 до 7,5 эти величины и «меняются от нуля и 148 мВ до 124 мВ и нуля соответственно (рис. 1 б). При этом ДрН равен нулю при pH среды 7.55 для Е. coli и 7.47 для ■$. typhiinuriunt, что согласуется с данными, согласно которым при 223



pH среды 7,5 ApH на интактных бактериях и везикулах Е. col։ равен нулю [20. 21, 25]. Следует обратить внимание на то, что величина Д։., у обоих видов бактерий постоянно держится на относи только постоянном уровне, хотя значения АЧГ и АрН заметно отличаются (рис. 1).Деэнергизованные бактерии имеют АЧГ. Важным является тог факт, что деэнергизогаанные как £. co!i К-12 (X) и unc-.мутапт Е. coii АХ 120. так и S. typhimurium LT2 и ипс-мугант S. typhimurium ТН-31 имеют высокий ДЧ''. устойчивый во времени я свидетельствующий о независимости ./гой величины от наличия источника энергии в среде. Более .ого, эта величина чувствительна к DCC: она уменьшается после введения его в среду (не показано). Наличие DCC-чувствительной компоненты АЧ1՜ как у диких типов деэнергизованкых бактерий, так и у ппс-мутантов с нефупкциоиируюшей :! - АТФ-азой можно объяснить выез-.данным ранее предположением о том. что в мембранах бактерий имеются сквозные протонные каналы [16].
влияние глюкозы на АЧ'. При введении глюкозы н среду как у 

Е. coli К-12 (к [10. 17. 18], так и \ S. typhimurium LT-2 [5] наблюдается кратковременный DCC-чувствиильный обм'֊՝н 211 клетки па од;п: К+ среды с участием II -АТФ-азы :։ Тгк системы поглощения К . При этом установлено, что макроскопическая электронейтральность поддерживается благодаря секреции молочной кислоты в виде аниона [17].{Сменяется ли ДЧ' при введении глюкозы и каким образом? Кратковременное увеличение ДЧ' у Е. coli при введении глюкозы наблюдали ранее [2, 12. 16]. Глюкоза приводит к кратковременному увеличению ДЧ' у Е. coli К-12 (X) и 5. typhimurium LT-2, нс обработанных EDTA (рис. 2. кр. 1, 2). Такой эффект совпадает во времени с псрио-

Рис. 2. Влияние глюкозы на Д'|г (сплошные кривые) и ДрН (пунктир) у 
анаэробно выращенных Е. со!։ К-12 (?.) (а) 11 8. (урЫпшгшш 1.Т-2 (б). 
Бактерии отмыты в дистиллированной воде (1—1) или растворе Е1ЭТЛ в 
концентрации 10 (5,7) или 20 мМ (6,8) и перенесены в экспериментальный 
раствор, активность КД 0,96 .мМ, концентрации ТРР + н салициловой кис
лоты 10 '■՛ .4 и «1X10-5.4 соответственно, pH 7.6; ОСС (3. -И и концент

рации 2,5Х10“4 М. глюкоза введена (стрелка) в концентрации 10 м.4.224



лом работы Н4-АТФ-азы [17, 18] и нс наблюдается в присутствия DCC (рис. 2, кр. 3. 4). Значит, энергозависимый механизм, обменивающий 2Н 1 клетки на один К1 среды, способен к генерации высоких значений А'1Г, ио в коротком интервале времени, после чего наблюдается падение этого показателя, более выраженное у S. tgphimuriurn (рис. 2, кр. 1,2). У бактерий, обработанных ED I А, глюкоза уменьшает величину АНГ (рис. 2, кр. 5, 6), хотя энергозависимый обмен 2Н4 на К4՜ сохраняется. В то же время возрастает АрН (рис. 2). Падение А'Е после его кратковременного увеличения при введении глюкозы в среду связано, по-видимому, с перераспределением энергии Дйн и увеличением АрН при обмене 2Н1՜ клетки на один К среды. Оно может быть обусловлено и усиленной секрецией молочной кислоты в виде аниона, в том числе после обработки бактерий EDTA.
2. Д'И у аэробно выращенных бактерио. Аэробно выращенные бак

терии имеют большую величину ЛЧ', чем анаэробно выращенные Величина △ '1Г, определенная в различных лабораториях, колеблется от 120֊ 125 [7, 15] до 180—200 мВ [6. 14] для Е. coli и от НО до 150 мВ для S. typhiinurium [24]. 11 это не случайно, ибо A'F сильно зависит от условий роста бактерий, ионной силы раствора, содержания К' в среде и других факторов. Высказано предположение, что величина Д|Чг у аэробных бактерий может быть выше, чем у анаэробных [14Аэробно выращенные Е. coli К-12 (л) и 5. lyphitnurium LT-2 имеют заметно больший Д'И, чем анаэробно выращенные (табл. 2). АрН у 
Таблица 2. Величины \'|г и калиевый равновесный потенциал у различных бактерий 
Бактерии отмыты в дистиллированной воде к перенесены в экспериментальный раствор 
с осмотнчиостыо 570 мосМ, глюкоза в концентрации 10 мМ. pH 7,6, ТРР ՛ в концентра
ции 10 'М. Калиевый равновесный потенциал рассчитан м распределения К~ между 
клеткой и средой но уравнению Нернста. Количество экспериментов 6. Отклонения
Даны как стандартные.
———W— --

Бактерии а
-мВ

Активность 
К4՜ r среде.

мМ

Распределе
ние К՜ 

между клет
кой и средой

Кз.ТиевыЙ 
равновесный 
потенциал, 

мВ

Е.
Аэробно вы ра шейные: 

toll К—12 (л) 1694=3 0.51+0.05 721+73 175+2
S. lyphirnuriuni LT֊ 2 165+4 0.19+0 ПО 584+50 169+3

Е.
Анаэробно выращенные: 

coll К-12 (л) 132+4 0.48+0.00 2529+118 1'08+2
S. lyphirnuriuni LT—2 110+4 0.15+0.00 2464+561 207=h4этих бактерий при pH среды 7,7 ранен нулю. При этом .ами уч.теч тот фаю, что аэробно выращенные бактерии несколько уступают по своим размером анаэробно выращенным (табл. 3). Такой вывод подтверждается и тем. что Д’И у анаэробных £. хаИиагшв равен 125+4 мВ и меньше, чем у аэробных М. 1у$ос1(НкНсм$, у которых он ран-..: 180—2 мВ. Нели принять, что основными генераторами Д'И у анаэробно выращенных бактерий являются II՜ -ЛТФ-аза и, возможно, с кг: оз пы с протонные 225



или другие каналы, >а у аэробно выращенных—дыхательная цепь, то на □сновании полученных данных можно утверждать, что дыхательная цепь генерирует Д’Г большой величины, используемый для различных процессов. Если для синтеза молекулы АТФ Н+-АТФ-синтстазой тре-
Таблица 3. Размеры бактерия, выращенных в анаэробных и аэробных условиях 
Размеры определены после перенесения бактерий в экспериментальный раствор с осмо- 
։нчностьк> /30 .мос.М. Количество изменений 25. Отклонения даны как стандартные.

Бактерия Длина
ХЮ՜’см

Ширина
Х1оАм

Объем идет- 
ки

Х10‘ 12см3

Внутрикле
точный 
Объем 
Ю-'-см1

E. coll К-12(X)
-анаэробно выращенные 1.9+0.1 1.0+0.0 1.23+0.07 0.86+0.05
аэробно выращенные 1.9±0.1 0.9+0.0 1.02+0.06 0.71+0.04
S. typhimurium LT—2
•анаэроб io выращенные 2.4+0.1 0.9+0.0 1.33+0.07 1.00+0.05
аэробно выращенные 1.6+0.1 1.0 | 0.0 0.99±0.07 0.75+0.05буется около 50 кДж энергии [3. 4]. то указанная величина А'И свидетельствует о том. что при синтезе АТФ у аэробных бактерии через И ՛- АТФ-сиптетазу переносится, скорее всего, три Н +.△V и распределение 1\+между клеткой и средой. Величина Д’Г у -аэробно выращенных Е. соН К-12 (X) и 5. /(/рМтигшт 1.Т-2 хорошо -совпадает с калиевым равновесным потенциалом, рассчитанным из распределения К4՜между клеткой к средой (табл. 2). Величина ДЧГ у анаэробно выращенных бактерий заметно ниже калиевого «равновесного- потенциала (табл. 2). Иными словами. △Чг у аэробных бактерий служит, возможно, источником энергии для поглощения и накопления К* в клетке.Роль △’Г в синтезе АТФ, постулированная Митчеллом и доказанная, множеством экспериментальных данных [3, 4, 13], и использование его в качестве источника энергии для различных процессов, в частности транспорта К . могут лежать в основе феномена высоких значений этого показателя у аэробных бактерий.

Л Н Т Е Р А Т У Р А

I. Драчев Л. Л. Маркин В С. Скулачев В. П. Биологические мембраны, I. 453— 
477, 1984.

2. Дургарь.чн С С.. Мартиросов С. Л1. Биофизика, 25. 469— 472. 1980
3. Николс Д. Дж Биоэнергетика. Введение в хемиосмотнческую теорию 190, М., 

198.x
4. Скулачев В. П Трансформация энергии в бномембранах. 202, М., 1972
5. Трчунян А .4 , Тер-Никогоснн В. Л.. Мартиросов С. М. Биофизика, >1 1986 (в 

печати).
6. Bakker Е. Р. Biochim. Biophys. Acta. 4Л/, 474 483. 1982.
7. Bakker Е. Р, Mangerich IF. Е. Biochim. Biophys. Acta. 730. 379 -386, 1983.
8. Budin J. D.. Cox G B., Gibson F, Biochem. J.. /24. 75-81. 1971.

226



9. Dargaryan S. Martirosov S. M. Bioelectrocbcm. Bioenerg.. 5, 554 560. 1978. 
JO. Durgaryan S. S.. Martirosov S- M. Bioelectrocbcm. Bioenerg., -5. 567 — 573, 1978. 
11. Epstein W., Klm B. S. J. Bacterio!., 108. 639-644. 1971.
12. Grinluviene B., Ghmeliatiskalte V„ Grinins Biochem. Bi nhys. Res. Connnun, 

56. 206-213, 1974.
13. Harold F. M. .Corn Top. Bioenerg., 6, 152 -222. 1977.
14. Kashket E. Biochemistry, 21, 5534 —5538. 1982.
15. Kashket E. PEBS Lett., 154, 343-346, 1983.
16. Martirosov S. M., Petrosian S., Trchounlan Л .!.. Vartanian ,4. <7. B'oe’ect- 

rochem. Bioenerg., 8. 613—620, 1981.
17. Martirosov MS... Trchounlan Л. Л. Bioelectrochem. Bioenerg.. 6. 25—32, 1981
18. Martirosov S. M., Trchounlan /1. A. Bicelectrochent Bioenerg.. 605 611. ։98U 
19. Mitchell P. Nature, 7.9/, 144-149, 1961.
20. Pa dan E.. Zilberstein D., Roftenter g H. Eur. J. Biochem . 63. 533 541, 1976.
21. Ramos S.. Schuldincr S-.Kaback H. R. Proc. Natl. Acad. Scl. USA.. 7 ՛, 1892—18 , 

1976.
22. Rogosa M.. Hansen P. A. Intern. J. System Bacterio!.. 21, 177. 1971.
23. Ryabova [. 1)., Gorneva G. A . Ovchinnikov Yu. A. Biochim. Biqphys. Acta, 401, 

109-118. 1975.
24. Shiori J.. Taylor B. L. L Biol. Chern., 259. 10983 -10988, 1984.
25. Zilberstein D.. Agmon V'., Svhnldlner 5. Padan E. I. Biol. Chern., 257, 3687— 

3691. 19S2.

Ереванский государственный университет Поступило 15.XI 1985 г

УДК 575.12:581 162.32

О МНОЖЕСТВЕННЫХ АЛЛЕЛЯХ ЛОКУСА S

4. .М. АГАДЖАНЯН

Высказывается точка зрения, согласно котором в процессе возникновения и раз
витая самосОвмести мости в результате последовательного мутационного изменения 
гена самоиесонместнмостн в направлении 5։—5( —$с серия множественных аллелей, 
свойственная исходному состоянию гена Я, в общем сохраняется :ля гена и, в 
меныией степени, для гена - Существование множественных аллелей постулируется 
и для гамстофнтных факторов, обнаруженных у некоторых автофертильных вндин. 
Перекрестное размножение самосо.вместнмых популяция осуществляется на исноье 
избирательности оплодотворения, определяемом различиями в .•кслрессинностн серил 
сл.телей самофертильности.

Ulllnui'.injirt^nut /, utl.HUiljlun lUjh Jmuph, np /tbfbuitllb '.U1JtjlAljl I44inll.ini- 

buj//wb Jnunwl^nb (lUputffphlll (S. —i S. ֊• S.) S iiuijullult/uu

il/ii.iuti/ib fbnpn- f3u։qJnt{lntuPjnd/i. -tfufliijilpi/lirnif iupu։ur‘n/juti[nul /, S ՛'.

MuJ.ufn I,, np i.'/l.iniPjn/li iwpfp I, ui:/L f>l>«2 {&putI4

t'lbuuilfbl-jinul [‘tugut^Oijintfuja cf_wdbuin.'jgtutajjliL ij.uil/uinpbhpj'ii ■ t'bpLu/ifil.р.пp/ ittI. чи։//Ыp/i Juin ■ 

•uiAlt fnuqjmgniJp ifl.tj/. ( KibhhniJ pbuiptiquit/tub pbqtlbunlnpjuut/-, npp iquijJш\/>tit[np>{_ntA I,

•'"Ju/uifoil-ilintlljuAj u>iLptlip{t uttuppLp ^puuipltufttlntpjiuilpt

227


	221
	222
	223
	224
	225
	226
	227

