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ОСОБЕННОСТИ ПОГЛОЩЕНИЯ К 
У SERRAT/A MARCESCENS

Л. /К. ХАЧАТРЯН

Измерены поюкн И и К ‘ и величина мембранного вотепнигла \ грамотрнцателъ- 
иы\ бактерий Ճ. Показано, что поиышепце осмотического давления среды
:■>.:<՛ I к усилению обмена Ы на К в присутствии глюкозы Стехиометрия ионного 
обмена II на К+у этих бактерий не сохраняется в отличие от такопон у Е coli. Опре
делены кинетические характеристики исследованной транспортной системы: К1П = 
1.5 мМ Vmnx=0.4 m.Wf֊։ мни—։. Q|0 для потоков II' в К4 равно 2,0—2.5. Мем
бранный иотенпиал падает почти до нули при введении в среду ичюкозы, "Ю вызвано 
независимым от потока II + входом попои К~ .

'էրաս - րաէյասական $. inafCCSCCHS մոտ չափված են 11 ի ե К Г-/< հոսքերը և
մեսրքինային ս/ոաենցիա/ի մեծուխէՈւնր։ Տոլյր կ տրված, որ քքչյՈէ.կէպաքի աոկ՚ա !4ւ[1 յամր միջա- 
վ-ս։րի ոսմոսէիկ ճնշման սէվելաքքՈէմր հ անւքեքյնօւմ / 114--|Հ փոխանակման ումէւղս/ցմանչւէ Ւ 
“^սրրերուքրշոէն E. coli "4й մանրէների մոտ II՜ -К՜ փոխանակման ստևքիոմետ-
քիան lb >'{տ',ՈքաՆվում։ Որոնված են ուսումնասիրված տրանսպորտային սիստեմի կինետիկ րնու- 
Р^ЧР^РС՝ Km =1,3 միք> V|J1.,։=O,4 մՄ զ —] • րոո/k—l ։ | | ֊ի А К ~ի նոսրերի համար 
Q((, • ■"վասար Լ 2,0 — 2,3t II իշավայրոէմ ւ///ու կո՚/ւ.) ավեյարնեքիս մեմրրանային պոտենցիա/հ 
քեկնուԱ / Համարյա մինչև զրո, որն սաաքանում Լ II հոսքիյյ անկախ Е իոնների մուարով.

The flows of 111՜ and Kr and the value of the membrane potential of gram- 
negative bacteria 5. marcescens arc measured. It has been shown’, that in the 
presence of glucose the increase of osmotic pressure of the medium leads to 
the Intensive exchange of H4՜ for К Unlike E. coli cells, ihe s-techiometry of 
II’ K’ exchange of these bacteria does not remain. The kinetic characteristics of 
the Investigative transport system arc defined; K4=l,5 inM, VT , ■ 0.4 ritM.g՜1. min ’» 

Q։n for flows of |f ‘ rt»։d К՜ b 2,0—2.5. When glucose is injected into the medium, 
the membrane potential falls to about zero, which is connected witli the K+ entry 
Independent of II flow.

Ключевые слова: бактерии 5. marcescens, осмотическое даем -iue, у.ембраннош по- 
"скциал. ионы калин.

Ионы калия наряду с другими неорганическими ионами натрия, 
магния, кйльция, меди, марганца, железа и аммония—входят в состав 
минеральных веществ бактерий и необходимы для их жязнедеятгльно- 
сги |6, 13, 22]. Это в первую очередь относится к грамотринательным 
бактериям, у которых ионы калия участвуют в рсморсгуляини 118, 19], 
поддержании внутриклеточного pH [10, II, 29], регуляции активности 
ферментов [2]. Необходимая внутриклеточная концентрация ионов ка
лия обеспечивается транспортными системами калия, способными на
капливать этот ион в количествах, намного превышающих его колпче- 
сгао во внешней среде |7. 12. 21, 32, 33]. Одной из характерных осо
бенностей процесса поглощения К у rpiaмотрнпетельных бактерий 
!:■ coli является чувствительность потоков Н и К 1 к осмотическому
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давлению среды [8, 18. 19]. Показано, что у Е. соН чувствительностью 
к тоничности среды обладает как к(1р-система. гак и Н’-АТФазный 
комплекс еСЬ'|-Ес [31 ]. При снижении осмотического давления среды 
анаэробно выращенные Е. соН нс способны поглощать ионы «алия 
(24. 25]. При анаэробном выращивании Тгк-снстема транспорта К у 
этих бактерий, по-вндимому, структурно связывается с Н*-АТФазмым 
комплексом есЕ։-Ро. и такой суперкомплекс функционирует как Н^-К4՜ 
насос с устойчивой стехиометрией АТФ: 211*: 1 К [9, 26. 27]. В св.- 
те сказанного представляет интерес изучение природы транспорта ио
нов К "у других зилов, таксономически близких к Е. со!։. С этой целью 
нами исследованы биоэлектрохимическис характеристики транспорта 
ионов К*у ЗеггаИа тагсё$сеп$, гвидетсльсгнуннкпео существенном, от
личии транспорта К у этих бактерий по сравнению с таковым у Е. соП.

Материал к' методика. Использовались клетки 5. шагссвсепз (штамм \ТСС 9986, 
ликнн тип), выращиваемые при 30е до ранней стационарной фазы двумя способами՜ 
11 к среде, содержащей пептон-2, .\aC.J—0,5, 1\£Г1Р04 0.2, глюкозу—0,5%, без при
нудительной а^раник- (анаэробные клетки); 2) н жидкой среде Гловера (М1.։С1— 
0.5, ХН^О^—0,1, \з25О4—0.2. К,11РО4.311.,() 0.3, КП2РО. 0.1. \lgS0. 0.01 ... 
с 0,5 .....:п.!■ грня с принухн-ельл'.-й аэрацией (аэробн&е клетки). После дости-
гения ранней стацнонаричй фазы (18—20 ч) клетки осаждались центрифугированием 
при 5000 об/мин, отмывались ик-тнллиррваннон водой пли раствором неутклнзируе- 
мпго сахара арабинозы необходимой концентрации (для создания соответствующего 
осмотического шока) н вновь осаждались. Осадок разбавлялся небольшим количест
вом отмывочного раствора и переносился а экспериментальный раствор следуюше:о 
состава: трнс-50, КС1—от 1 до 15. Х'аС1 1. 0,4 мМ Ортофосфориая кисли-
та (И М) добавлялась п количествах, необходимых для создания требуемого pH. То
ничность раствора регулировалась добавлением арабинозы. В течение всего опыта п 
ячейке поддерживались постоянная температура (30°. 20 и 10 ՜ I

Количество биомассы определялось во оптической плотности бактериальной сус
пензии, сухому весу клегок в 1 мл и по титру—количеству жизнеспособных клеток в 
единице объема. Размеры клеток определялись с помощью микроскопа. Объем ана
эробных клеток составлял 3.8. 10-13 см3, а аэробных- 2.4.10- I-՝ см3, что несколько 
отличается от ранее приведенных данных (30]

Осмотический шок для клеток -положительный пли отрицательный- создавался 
резким, попыикпкем. гоцнчностп экспериментального рлеткор.! з-: ече։ введения неути- 
лизируемого сахара арабинозы, либо перенесением клеток из ։п мыйо 1ного раствора с 
высокой тоничностью и экспериментальный раствор с более низкой тоничностью

Потоки коион рассчитывались по измеряемому ноносе.тсктилиыми электродами из-
Д.1 

меиенкю активности и >нов (Д#) п среде за интервал времени ( \И ՛ — — . Актив-
А։

ность ионон в любой момент времени определялась уравнением Никольского [ I]:

1. = I՜.,-, 5 |£ (.1ь- 4֊ ка^у ).
куда кроме уже упомянутых величин входит Е—регистрируемы՜: потенциал, Еу- по
тенциал асимметрии электрода. 8- изменение показания данного электрода при 10- 
кратном изменении активности иола, равное 54 мВ, к -коэффициент избирательности 
электрода, ранный 0.14.

Разность электрических потенциалов (РЭП) у предварительна обработанных ЭДТЛ 
клеток определялась по известной методике [20. 23].

Результаты и обсуждение Одной из характерных особенностей 
ионного обмена у бактерии 8. пгагсезсепз является чувствительность 
глюкозоаависв.мых потоков II4՜ и К. к изменению осмотического давле
ния среды [5]. Как и у Е. соН, поглощение ионов калия у 5. шагсез*
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Селз наблюдается только в присутствии источника энергии—глюкозы. 
Резкое увеличение тоничности внешней среды вызывает усиление погло
щения К* и секреции Н+у клеток, подвергнутых как положительному, 
так и отрицательному осмотическому шоку (рис. 1), в чем проявляется

' 1 Поглощение К я секреция 11+у анаэробных Клеток. подвергнутых
о-’т:нштсльиому (I) к положительному (II) осмотическому шоку, Б—бак

терии. Г—глюкоза (10 мМ), .Ар—арабиноза (200 мМ).

основное различи .- г осмочувствнтельностн ионного обмена у 8. птагсез- 
сеп< по сравнению с Е. соП [3. 14]. Кроме того, у 8. тагсе$сепъ никогда 
не наблюдалось двухфазного поглощения ионов калия, аналогичного 
обнаруженному у Е. соН [1, 14]. У аэробно выращенных клеток Е. соН 
утрачена чувствительность поглощения калия к изменению осмотиче
ского давления внешней среды [28]. У клеток 8. тагсе$сепз, как ана
эробов, так и аэробов, это свойство сохраняется.

Анализ зависимости направленного внутрь потока К4՜ у аэробных 
и анаэробных клеток 8. тагсезсепз от концентрации К ’ во внешней 
среде позволил определить кинетические характеристики этого про
цесса. Для анаэробных клеток кт = 1,5 мМ. Ут1Х = 0,4 мМ-г՜՜1 • мин՜1, 
что отличается от тех же параметров для Е. соН [31]. Для аэробных 
клеток кп| 5лизко к нулю. Болес точные измерения этих параметров у 
аэробов требуют привлечения других методов.

Тщательное исследование характера ионного обмена у Е. соП по
казало, что независимо от внешних условий—вида источника энергии, 
pH среды, ее температуры, концентрации ионов калия—осмочувстви- 
те.чььый глюкозозависимый ДЦКД-ингибируемый обмен ионов калия 
внешней среды на внутриклеточные ионы водорода осуществляется с 
постоянной стехиометрией 211 :1 К~ [15. 16]. Как показано на рис. 2, 
у 8. тпагсезеепь это соотношение -не сохраняется, оно зависит от актив
ности К 1 в среде и падает от 1,3 при низкой концентрации ионов калия 
до 0,3 при ее увеличении. Это говорит об отсутствии непосредственной 
структурной связи межд> системой транспорта IV и водородным АТФ- 
азным комплексом, не исключающей, однако, опосредованной связи
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между ними. Вывод об отсутствии непосредствен ной связи между сис
темами переноса ионов калии и водорода также вытекает из анализа 
потоков Н* и К՜ при разных гем пера ту рах. т. е. при сопоставлении ве
личины Qw для них.

Рве. 2. Зависимость отношения потокоа иоиов водорода >> алия .1։.р .5«*- 
от концентрации ионов калия в среде у аэробных (I) и зниэрббных (Гг) 

клеток В скобках указано число измерений для кажд&й точки.

Измерение РЭП на мембране 5. /иа/од՝сеп$ показало, что у аэроб
ных клеток она составляет 175+8 мВ, а у анаэробных- 130±6 мВ (от
рицательный внутри), н то время как потоки ионов, наоборот, у ана
эробных клеток намного выше но сравнению с аэробными. Причем ш- 
плик;шия глюкозы вызывает снижение мембранного потенциал՛։ почти 
до нуля у анаэробных клеток. Эти данные свидетельствуют о .ом. что 
только налично РЭИ на .мембране не может быть движущей силой, .вы
зывающей наблюдаемое поглощение ионов калия.

Таблица. Значение 01П для глюкозной (Н . и К֊*,) и арабинозной (Н , и К,'.՜) 
компонент потоков ионов

Вид клеток "А1 т; S • "Гр ч
Анаэробные 2.3±0.3 1.5+0,6 2.2+0. б 2.5+0.7

Аэробные 2.6+0.6 1.4+0.5 2.0+0.3 2.4+0.2

Таким образом, сонос па влей и с кинетических характеристик погло
щения Н' и К у 5. тагсезсепз и Е. со11 свидетельствует о различив 
мсханнзйв осмочуветвительпого энергозависимого ионного обмена у 
этих бактерии. Система поглощения !<+у 5. тагсехсепя существенно 
отличается от кбр-енстемы Е. со Я [17] своими элсктрохимичсс мп в 
кл ин и чес к и м । ։ по ра м етр а м и.
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УДК 577.23

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.
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