
При одиизксзы . условиях содержания безоаровых ко; и муфлонов 
ЛблыпмЯ предрасположенность к анаэробным инфекциям отмечена \ 
первЕч, что, по-вндпмому, связано со спецификой физиологии данного 
вида диких копытных в условиях неволи.
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ФОСФАТНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ И СТЕХИОМЕТРИЯ Н -НАСОСА 
И К -НАСОСА У БАКТЕРИИ SERR ATh\ MARCESCENS

Л Ж. ХАЧАТРЯН. АГ. В. БОГДАНОВ. С С. ДУРГА РЬЯН

Измерены внутриклеточные стационарные концентрации АТФ, \ДФ и фосфата у 
Տ. гпагсексепз и рассчитан фосфатный потенциал ДОр в период ликоли а. равный 
•<5кДЖ у анаэробных и 47 кДж у аэробных клеток*.  Функционирующий н присут­
ствии глюкозы осмочувствнтельный К--иасос создает распределение ионов калия, со- 
огвегггвующее равновесному калиевому потенциалу 200 мВ Проведено сравнение 
аденилатного заряда клеток в различных физиологических состояниях. Подсчитаны 
стехиометрии калиевоч > и водородного насосов, рас ые соответственна 2.2 и 3.0. П ■- 
казано, что в присутствии ионов калия увеличивается скорость дыхания клеток Տ. /пи՛- 

секвпз, но-вплимому. в ответ на функционирование К -насоса, создающего электри­
ческий шунт на мембране дышащих клеток

* Здесь и далее «анаэробные и аэробные клетки» означают клетки, выращенные и 
.анаэробных и аэробных условиях соответственно [3].

Տ. 1П1.1Г С£$(՝П ՈՏ • {' մէէսէ Լէսփվէսծ հ՚Ա ԱԵՖ֊քէ ձ ֆոսֆսւտի ստո/ցֆոէւուր կոնցենսւրւս- 
ք/իաներր I։ '.աչվաձ Է Ч/ЬЧ’' 1ՒդՒ րնթսէէ/րում ձ.> р ֆոսֆաաաքֆն սյուոենւյխււքր, որր Հտ:(ասար 
I I.։ «.Д' անաէ.րսր /. է. 1/У աերոր /• չյէքնեբում• ‘ք՚ւյ/ււ կողա յ[ւ ներէրսքու(1քսւմր ղորքէող օսմոդղա- 

յուհ К լ.պոմպր ստնւյծում Լ կաքիրոմ{ւ իոՆների րաշ/սում, որր 'էամապատս/ոքսանւոմ Լ 200 մՎ 
■.ԱէվասարակշքէՈ կաքիումայքւս պՈէոԼնցֆա/քւնւ Կատարված > րջֆշնհրի սւղենֆքատայֆն էէ՚ՕՔՒ ‘ա՜ 

Лч1 ատոէ}. jn.li տարրեր ֆք.ղք.ուուք/ւսւկաև էէյայէէաններսէմւ Հաշված են 1քս.։[իէ1էէքաւ{քն I։ дршЛ՛*. -..յք.ն 
ւ\,ո՚. օքԼ^/ւ *ար։.քրԼրտ1]քքՈւ{1]ոմւ1/նրյ>,  որոնք հ՚ւսմապսւսւսւււ/սանաքսւր Հէսվաուոր եՆ ?,? և ■՛{.(/։

■>ույց Լ տրվաձ, որ կաւքւումքէ [աննԼրքր ներկայուք/քաւէր աճում / 5. П/иГГе^СеПՏ
յ1՚ .աոՈէյ՛ յ>.ւն ...ր։լ>։]է.։/1 քուն ր, րսս> 1,ր!ւու ք(1 /ւն. /> պւոսէասքոան К -պոմււք/г ւյ ործ ունէ, ո։ ք/ք.սնյւ, 
որր )ում 1քհքքւ/ւր41կան շունէո՝ շնչող մԼմրրւսՆի ՛//<»,>
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Stationary intracellular concentrations o( ATP. ADP and phosphate in 5. ;nar- 
cescens were measured and phosphate potential AGp was calculated during the jSy- 
colysis, equal to 45 kJ and 47 kJ-in anaerobic and aerobic cells, respectively. The 
osmosensilive К ՛ -pump operating in the presence oi glucose generates potassium ion 
distribution corresponding to the equilibrium К potential of 2<J0 mV. The adenylate 
energy charge oi the cells was compared according to their physiological condition. 
The stechiomeiries ol potassium and hydrogen pumps were calculated to be 2.2 and 
3.0. respectively. The respiration rates of .S', ntarcescens Increased tn the presence 
of potassium Ions, perhaps in response to K+ pumping which creates an electrical 
shunt on the membranes ol the resplrating ceils.

Ключевые слова: бактерии S. marcescens, фосфатный потенциал, аденилатный ль 
рм). стехиометрия, Н-1АТФ и К • [АТФ.

Наиболее важными факторами, регулирующими гликолиз и дыха­
ние, <з также ряд других процессов, связанных с запасанием и расходом 
энергии в клетке, являются относительные внутриклеточные концентра­
ции нуклеотидов. Согласно Аткинсону, энергетическое состояние клет­
ки может быть охарактеризовано степенью «заполнения» системы 
А ГФ АДФ- АМФ высокоэнергетическими фосфатными связями. Чем 
больше н клетке АТФ, тем больше заполнена она энергией и, наоборот, 
чем ниже се энергетический заряд, тем меньше в ней высокоэнергетн- 
веских связей. Энергетический заряд клетки можно оценить по уравне­
нию Аткинсона:

1 1АДФ1 —2ГАТФ1энергетический заряд--------- *-------——*--------1-------- » (I)
2 |АМФ] -[АДФ] <-|ЛТФ]

где АМФ, АДФ и АТФ внутриклеточные концентра пии нуклеотидов. 
Энергетический заряд равен 1 в максимально энергизированном состоя- 
ннн и 0, когда система энергетически пуста [1 ]. Эречинская показала 
[10], что регуляция дыхания и генерация НАД-Н2 обусловлены нот 
энергетическим зарядом Аткинсона (I), а соотношением

аденилатный заряд =- [АТФ] 
[АДФ].[Ф] (2)

определяющим степень фосфорилирования клетки. Это соотношение 
используется для расчета фосфатного потенциала клетки Абр [25]:

ДСр - RTln _[АТФ|_ 
|АДФ]-[Ф|

где R֊ газовая постоянная, Т—абсолютная температура, &Gp— стан­
дартная энергия Гиббса реакции:

АДФ • ■ Ф Л*  АТФ-И 1аО. (4)

Фосфатный потенциал определяется как изменением стандартней
энергии Гиббса, зависящей только от температуры, так и внутриклеточ­
ными концентрациями АТФ. АДФ и Ф [25J. Ни одни из этих парамет-
ров в отдельности но несет полкой информации об энергетическом сс; 
стоянии клетки. Для характеристики электрохимически?։ процессов,
развивающихся на мембране. очень важное значение имеет величина 
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фосфатного потенциала ДОр, характеризующая свободную энергию 
АТФ-синтетазной реакции [2]. Чем меньше величина ДОр, тем ближе 
реакция к равновесию. Таким образом, величина АС։р является фуи. - 
пкен отклонения системы от равновесия. Однако, когда фосфатный по­
тенциал достаточно высок и, следовательно, система находится в состоя­
нии, далеком от термодинамического равновесия, внутриклеточное со­
держанке АТФ может оказаться довольно низким. Аденилатный заря ; 
(2) и некотором смысле более информативен, хотя пул нуклеотидов яв­
ляется только одной аз форм накопления энергии клеткой, поскольку 
иетаболическ-ая энергия может накапливаться также в виде редокс-по 
теициала, трансмембранною электрохимическою потенциала и г. д.

В настоящей статье приведены энергетические характеристики 
К՛ — !{*  обмена у бек ерий '$еггаИа тагсезсепа, для которого нами 
нзуче::..1 кинетические и электрохимические характеристики [3, 4].

< Материал и методика Бактерии $ та'сеасепх, дикий тип, выращивали к подго­
тавливали х опыту как описано [3. -I, 9] Внутриклеточные концентрации К опре­
деляли по количеству ионон калия, вышедшему из бактерий после толуольной обработ- 
к< [II] У предварительно обработанных ЭДТА клеток измеряли разность электри­
ческих I вт< нцнэлов по описанному методу [12. 16] В каждой указанной точке отби­
рали пробы на содержанке АТФ. АДФ. белка и фосфата.

Для определения содержания фосфата 10—20 мл пробы дважды отмывали ди- 
сгиллиропашюй водок с мертнолятом (1%). ресуспекдировалп в 6%-ном растворе 
ВСЮ, »; инкубировали п течение 30 мин на встряхивателс при 3—4°С. После удале­
ния осадка супернатант нейтрализовали раствором 2М КОНч-0.1 М МОРБ :• в нем 
определяли количество ортофосфата по методу Береиблюма и Чейна |6] в модифика­
ции Вейль-Малербе [261' Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре 
СФ-1А при длине волны 670 нм. Чувствительность метода 0—30 мкг фосфора

Приготовление люциферни-.тюциферазного экстракта светлячков описано и рабо­
те [27] Экстракт использовали н течение 8 ч после приготовления

Экстракцию АТФ в его количественное определение проводили по методу Баккера 
и Мангсриха [5] в нашей модификации. Тушение люминесценции. ироиорцнонзльн- е 
п •ткчестн: АТФ. регистрировали на люмнномотре ЕКВ-1250 в смеси 50 мкл экстракта 
АТФ 1- 1 1.1 люцнфернн-люцкферазкого экстракта.

Количественное определение АДФ проводили путем конвертирования в АТФ из 
разности конечного его количества п измеренного до конверсии как описано выше.

Скорость поглощении кислорода определяли полярографическим методом на уста- 
н.-лке. с бранной н любезно предоставленной нам для работы Ильченко А. II. (ИБФЧ 
АП СССР. г. Путано). Показания полярографа I Р-7 регистрировали самописцем 
ЕХ-7 Скорость дыхания рассчитывали по предварительно снятой калибровочной кри­
вой я пА/мнн.

Для определения количества белка к 3 мл бактериальной суспензии приливали 
Змд 20%-ной ТХУ, выдерживали 10 мин з кипящей водяной бане и осаждали в те- 
’мнне 10 мин при 5000 об/мин К растертому осадку прибавляли 100 мкл концентри­
рованного ч 3 мл разбавленного н отношении 1:10 аммиака. Далее количество белка 
определяли но Лоури [17]

В работе использованы следующие реактивы: ФЭП фосфоэнрлпкруват, трина г- 
риевая соль кристаллическая (Сигма); ПК—пкруваткиказа (Сигма). >\ОР5—3-(\- 
«'•рфолн.Апропаисулъфокислотз (Сигма); Трис-НС1 (Серва); АТФ адеиозни-5-три- 
фосфат. динатриевая соль (Сигма); КС1 перекристаллизованный (Сигма); арабиноза 
(Реакал); трицнн (Сигма); ЭДТА—этнленднамнн- М..\,\:/.\',-тетрнуксусноГ( кислоты 
апиатряевзя соль (Серна); ДТТ -днтнотритол (Серва); альбумин (Кох-Лайт); остал 
иые реактивы—осч.

Результаты и обсуждение. В предыдущей работе |3] было пока- 
хшо, что бактерии 5. тпигсезсепз в присутствии экзогенного источника 
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энергии способны осуществлять электрогснный транспорт К՜ внутрь 
клеток, выращенных как на минимальной солевой среде с сукг.инато: 
натрия и принудительной аэрацией, так и на пептонной среде с глюке 
зон без при։и дательной аэрации. В настоящей работе измерены см 
рость дыхания, концентрация нуклеотидов \ТФ, АДФ । нсорганичеш 
го фосфата у аэробных и анаэробных клеток в условиях ранее описа։
1.о:о эксперимента. В обоих случаях в присутствии глюкозы введен։։ 
в среду ионов калия резко усиливает дыхание (рис. I). Этот эффен

Рис. 1. Зависимость скорости дыхания от присутствии ионов К+ у ана­
эробных (а) и аэробных (б) клеток. Гл глюкоза, 10 мМ; Ар—арабиноза.

200 мМ: КС1—100 мМ; Суки—сукцинит натрия. 10 мМ

можно объяснит!., предположив, что энерго-заносимый транспорт К
;:ия мем­внутрь бактерии шунтирует дыхательную цепь и для поддержи 

бранного потенпиала необходимо усиление дыхания. Клетки, выратсг
иые различными способами, обладают одинаковой иил чсивностыо ды­
хания. Различие между ними проявляется но их реакции на введен։!։ 
ДЦКД (\,\'-дициклогсксилкарбодннмида) ֊ингибитора про -онио! 
АТФ-азы BFr.Fi (рис. 2а). В случае аэробов ДЦКД увеличивает вели-

Риг 2 а) Влияние ДЦКД на величину мембранного шпени алл у аэробоз 
(1) ч анаэробов (2). ДЦКД—5.10-4 М. б) Влияние КСХ и ДЦКД на вс- 
ЛНЧИ1Н мембранного потенциала у аэробна (I) и анаэробов {2). КСХ

10 мМ; ДЦКД-5.10-։м

чипу мембранного потенциала, пак как в его присутствии блокируется 
шунтирующий ток ионов водорода через комплекс В։ч-Р։.
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о режиме синтеза АТФ. У клеток, выращенных без принудительной 
аэраиии с глюкозой, ДЦКД, наоборот, снижает Д’И, так как в этом слу­
чае подавляется робота П-АТФ<1зы. транспортирующей 11՜ из клст- 
ш։ в среду и генерирующей мембранный потенциал за счет гидролиза 

АТФ. Роль дыхательной цепи в данном случае у анаэробных клеток, 
по-внднмому, заключается в стабилизации величины мембранного по­
тенциала, так как ДЦКД снижает Д՝И у них всего на 25—30 мВ. в то 
время как у строго анаэробных клеток ДЦКД полностью блокирует его. 
Совместнее присутствие КСЫч-ДЦКД почти полностью снижает вели 
чину .мембранного потенциала у клеток обоих типов (рис. 2 6)֊ Как вид­
но рис. 2. отличие анаэробных клеток от аэробных проявляется и в 
более низких значениях мембранного потенциала, как у Е. соП [22]. 
Для 6'. тагсеясеп*  это соответственно 130 и 175 мВ.

На рис- 3 приведены дан­
ные о внутриклеточной кон- 

I цен грации АТФ, ЛДФ и фос­
фата у 5. тагсезсепз в раз­
личных условиях опыта. Об­
ращает на себя внимание тот 
фак:, что аэробные и анаэроб­
ные клетки резко различаются 
на внутриклеточному содержа­
нию нуклеотидов. У первых 
пул АТФ в среде роста зпачи 
тельно выше, чем у анаэроб­
ных, хотя разниц;։ во внутри- 
клиочной концентр тип АДФ 
у них значительно меньше. Аэ­
робные м анаэробные клетки 
по-разному реагируют и на 
а.։ес<-՝։п։-;= в экспериментальный 
раствор источника энергии 
глюкозы и увеличение осмоти­
ческого давления с помощью 
арабинозы. Аэробные клетки 
намного чувствительней ана- 
Эроб|!Ы.\: пул АТФ в этих ус­
ловиях у них возрастает быст­
рее. В модельном опыте, ког 
да изучались потоки ионов, 
анаэробные клетки практиче­
ски все это время сохраняли 
пул \ТФ на уровне 5-7 мМ, 

а у аэробных клеток в тече­
ние всего эксперимента не

0 3 Ю /5 го

Рис. 3. Изменение внутриклеточных кпв- 
иентрзшш АТФ. ЛДФ и неорганическою 

фосфата у $ тагс^сепц. Гл—глюкоза. 
К) иМ; Ар—арабиноза. 200 мМ х- аэ­

робные. о—анаэробные клетки.

прекращался рост внутриклеточной концентрации АТФ (от 2 до 8 мМ)
(рис. 3).Эти результаты хорошо согласуются с имеющимися 1$ литера­
туре данными о том. что пул АТФ у отмытых клеток /?. соН составляет
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3 мМ ' 18]. В отличие от аэробов, у которых энергия АТФ поставляется- 
главным образом за счет окислительного фосфорилирования, у ана­
эробных -.леток, хотя и функционирует дыхательная цель (рис. I и 2)» 

основным ее назначением в условиях нашего опыте, пр-виднмому, явля­
ется не накопление АТФ, а стабилизация мембранною потенинчла.

По формуле (2) нами рассчитан аденилатный заряд клеток $. таг- 
евзеепз, В бактериальной суспензии он равен 0.5 и 1,7 для анаэробов и 
аэробов соответственно, в чем проявляется еще одно различие между: 
гимн. После перенесения бактерий в экспериментальный раствор, со­
держащий глюкозу, аденилатный заряд возраста-.т г течение <5 мин до. 
3.3 у анаэробов и -1.8 у аэробов. В точке максимальною накопления 
нойон калия, вызванного в присутствии глюкозы положительным осмо­
тическим шоком, аденилатный заряд достигает 7,3 и 5,9 у анаэробом и 
аэробов соответственно. Таким образом, возрастание аденилатного за­
ряда в обоих случаях коррелирует с поглощением ионов калия.

Принимая в формуле (3) \О£» = 30,6, поданным рис. 3, рассчитан 
фосфатный потенциал Юр, равный 46,7 кДж/коль для аэробны?, летом. 
5. тагсезсепь в присутствии глюкозы и арабинозы. Отношение Абр к 

протондвижущей силе ЛрН4 определяет стехиометрию Н /ЛТФ-касоса» 
Так как в условиях нашего эксперимента измеренное салициловым элек­

тродом значение АрН=0, то ДрН*=Е-Л՝Н.  Таким образом. число про­
гонов п, переносимых через мембрану 5. тагсезсепз при гидролизе од- 
:0й молекулы АТФ, равно:

п = ДС^ = ДО,г_лп1== 
Е-Д]» Ар„

где значение Л'И для аэробных клеток в присутствии, глюкозы и араба- 
позы принято равным 160 мВ |4|. Значение И /АТФ = 3, полученное 
нами для 5. тагсезсепз, хорошо согласуется со зн; -гениями, приводи­
мыми в литературе для хлоропластов, митохондрий и бактериальных 
везикул [2]. С помощью различных методов для целого ряда микроор­
ганизмов было установлено, что значения стехиометрии ЕН/АТФ лежат 
в области от 2 до 5 (8, 13, 23]. Оценка 11 /АТФ стехиометрии ранее 
проводилась для молочнокислых бактерий 5/. /«л/гз [19].

Было показано, что эго соотношение равно 2 с/.овиях искусствен*  
ной энергнзации мембраны либо с помощью над\нпрозаиного ; злило- 
мнцииом калиевого потенциала, либо искусстве՛, .о созданным транс­
мембранным pH градиентом [20, 21]. Для гликслизирующнх клеток 
5/. 1асНз при pH 5 стехиометрия Н /АТФ^З [19]. На клетках Е. соН 
стехиометрия Н ‘/АТФ определялась при разд ин ч:.ч pH: при pH 6,25 
1! /АТФ = 2,5, а при pH 8.25 Н* /АТФ=4 (1-1]. По-за е тог же автор до­
казал. что при нейтральных значениях pH среды у .-.аэробных Е. сЬИ 
Н 4;АТФ = 3 [15]. Аналогичные исследования на клетках 3(гер:ососси$ 
(гепюг1и показали, что стехиометрия Н’/АТФ близка к 2. но может до­
стигать о у растущих клеток [7, 24].
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Мы оненили также стехиометрию предполагаемого К *-насоса у ана- 
.-робных клеток. Равновесный калиевый потенциал Ё ։.. рассчитанный- 
по калиевому градиенту, определяемому толуольным методом, оказол-

о» равным 200 мВ. Таким образом, К АТФ= 7-֊ = 2,2.

Нами показано что ионы калия поглощаются против градиента 
Концентраций, используя либо энергию электрического поля, либо АТФ 
(4]. На основании приведенных данных следует предположить, 
что з бактериях 5. ntarcescens оперирует электрогенный конститутивный 

I насос, трансформирующий энергию гидролиза АТФ в работу по транс­
порт \ калия, со стехиометрией переноса К /АТФ близкой к 2.
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