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МЕХАНИЗМ ГИБЕЛИ МИКРООРГАНИЗМОВ 
В ЭЛЕКТРИЧЕСКОМ ПОЛЕ
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Показано. что логарифм выживаемости бактерий Е. coll К-12 при воздей­
ствии сильного электрического поля линейным образом зависит от дли­
тельности прямоугольного электрического нмиульса и согласуется с теоре­
тической кривой. Гибель клеток бактерий является следствием появле­
ния в липидном матриксе мембраны дефекта типа инвертированной поры. 
Оценен коэффициент линейного натяжения кромки лоры.

տանքում ուսումնասիրված / ումեդ էլեկտրական գաջս։ ի ազդեցությունը 
E, Coll К—12 րակտերիաների կենսունակության վրա։ Ցույց է տրված, որ կեն- 
•'ունակության (ոզարիթմր գծային ձևով Լ կախված ուղղանկյուն էլեկսւըակւսն իմ• 
պուլսի տևողությունից և համընկնում I; տեսական կորի հետ: Բակտերիաների 
քքիյների կենսունակության կորուստը հետևանք: ( թաղանթի ւիպիդային մսրտրիր 
• ում էլեկտրական դաշտի ազդեցության տակ դեֆեկսէի տիպի փոխակերպված 
ծակոաիի աոաջացմանւ Անց Լ կացվել ծակոսփի եզրի գծային յորրվածսլթ յան 
գործակցի զնահատում:

The effect о strong electric field on Ilie survival; of E. coll K-12 cells 
ftes been iovestigaled. I'he !in*ir rel i:i<i i<h о of logarithm ;o( survival 
versus ihe longevity oi electric puls has been shown, thus confirming ihe 
thiojciical curve. Th՛֊ death oi bacterial cells Is caused by development 
of ihe ‘Inverted pore* type defect in ihe lipid matrix of membrane under 
the electric fjeld. The linear tension coefficient oi pore edge has 
been estimated

Электрический пробой—бактерии E. colt—вызкиоаемщ i u

•Известно, что кратковременное наложение сильного электрического по­

ля Ив суспензию микроорганизмов приводит к их гибели [8 12]. Хотя 
считают, что гибель клеток з электрическом поле связана с электриче­
ским пробоем мембран, однако щтальный механизм гибели не исследо 
ван Существует точка зрения, согласна которой гибель клеток насту­

пает в результате развития после обратимого электрического пробоя 
клеточных мембран вторичных осмотических процессов. В данной рабо­
те нами показано, что в основе гибели микроорганизмов в электриче­
ском иоле и электрического пробоя плоских бислойиых мембран лежит 
один и тот же общий механизм, а именно появление в липидном бислое 
•՝ эл'. г.трическом поле надкритического дефекта типа инвертированной 
торы

А'с^рии/. и методики. В работе использовали клетки бактерий Е. coli К-12 штам- 
*•» АВ1157 «дикого» типа из коллекции .ЧИЯФ АН СССР. Бактериальные культуры 
^рашиаалн в жидком питательном бульоне в течение 18 ч при 37° до стационарной 
фазы |нста (2—3.105 клеток в 1 м.:1 Затем клетки осаждали центрифугированием, в 
Гегель;. 1(1 инн (8000 g) >> ресуепензировали и жидкую питательную среду. Разведении 
tUKOwoil суспензии для опита готовили таким образом, чтобы исходна в концентра - 
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ши։ клеток, подвергаемых воздействию электрическим полем была разка примерю 
; 2.106 кл/мл. Для злсктрообработкп бы.- пецналыю сконструирован генератор 
прямоугольных импульсов. Принцип работы генератора основан на накоплении .-нер- 
гии п конденсаторе с последующим быстрым ее разрядом. Коммутация . •ущесшк-т 
стоя двумя .мощными высоковольтными тиристорами. Одни из них включен посте»- 
вателыю с ячейкой и при открывании формирует передний фронт импульса; Второй, 
«ткрызаясь, шунтирует первый тиристор вместе с ячейкой и тем самым формирует 
задний фронт импульса. Включение тирнстров а нужный момент времени обеспечи­
вается блоком управления, собранным на микросхемах. Генератор позволяет полу- 
чать регулируемые амплитуду (0,4-1-1.6 кВ) и длительность (10~֊220 мкс) •։мну.:ы,оь 
Амплитуду и форму импульса контролировали с помощью запоминающего осциллогра­
фа, Суспензию обрабатывали в плексигласовой ячейке с электродами из иержазехмцев 
стали, расположенными на расстоянии 1 мм Объем ячейки составлял 0.1 мл. Чис;л) 
1 ..сток, сохранивших жизнеспособность после обработки а рабочей ячейке вышеописая- 
я то прибора, определяли подсчетом макроколоний, вырастающих на твердой питатель­
ной среде. Подсчет макроколоннй проводили через сутки инкубации клеток при тем­
пературе 37°. В течение этого времени успевали сформироваться колонии из всех не­
поврежденных клеток.

Результаты и обсуждение. Для выяснения механизма гибели мик­
роорганизмов под действием сильного электрического поля была иссле­
дована зависимость выживаемости клеток от длительности импульса.. 
Амплитуда импульса (16 кВ/см) была подобрана таким образом, что­
бы в широком интервале изменения длительности импульса (от 40 мкс 
до 220 мкс) иметь достаточно сильный эффект 111]. На рис. представ- 

лень: экспериментальные точки этой зависимости. Видно,что точки хо-

Зависимость выживаемости клеток Е coli 
■ ■т длительности импульса. По осп абс- 
цисч-—длительность импульса (макс), по 

осп ординат—выживаемость (%).

рошо ложатся на прямую. Отметим, что аналогичная зависимость по­
лучена также в работах [11. 12]. Для объяснения кривой на рис. бу­

дем исходить из детально разработанной теории электрического про­
боя плоских бислойных мембран [1]. В первом приближении бактери­
альную клетку а прокси миру ем сферической клеткой с радиусом г. Бо­

ли поместить такую клетку во внешнее иоле с напряженностью Е, то 
потенциал на мембране будет иметь вид <р= 1.5 Е г cos 0 [13], где fl— 
у од между направлением поля и нормалью к выбранному участку мем­
браны, Учитывая то обстоятельство, что толщина мембраны 100 А՜ 

т. с. намного меньше, чем радиус клетки (г = 0,44 мкм) [21, а также то, 

чю дефекты, приводящие к резкому уменьшению сопротивления мем- 
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брапы, имеют размеры порядка толщины мембраны, можно считать 
плоским участок мембраны, где реализуется максимальное напряжение. 
Заметим, что максимальное напряжение падает на передний и задний 

ыстки (по отношению к вектору Е) мембраны клетки и эти папряжс- 
ннн равны по величине. Если происходит пробой мембраны одного из 
участков, то все напряжение немедленно падает на второй участок что 
приводит к пробою мембраны также второго участка. Так что практи­

чески одновременно происходит пробой переднею и заднего участков 
лмбраны клетки. Появление поры на любом из участков где реализу­

ется максимальное напряжение, можно описать формулами, получен- 
ШМН для плоских бислоев. Отметим, что мембраны сферических зам­
кнутых клеток, которые находятся в нзоосмотических условиях, нахо­
дятся в ненатяжениом состоянии. Для юстаточно больших клеток, 
имеющих размеры •*֊ I мкм, упругая энергия весьма мала и ее вкладом 
г свободную энергию порообразования можно пренебречь [3]. При­
нимая это во внимание и считая, что электрический ток через пору мал, 
уожно, основываясь на результатах работы [I]. получить следующее 

выражение для среднего времени жизни мембраны при потенциал

кТ*2 / «т2 \
" = —я-------------------------- ех р (--------- ՛— • (1)

•^пОгСОЛСч»’)12 ОДСс-кТ 1

Здесь к—постоянная Больцмана; Т -температура; п -среднее число 
дефектов на участке мембраны: I) коэффициент диффузии дефектов;

С--Со|— 1 ), Со- тделъная емкость мембраны; диэлектри­
ке® /

ческие проницаемости раствора н мембраны соответственно; линей­
ное натяжение кромки норы. Для критического радиуса дефекта (г,) и 
высоты энергетического барьера (Ф*) имеем

----------------  
.50/' 0.5 Со2

1Ь (2) видно, что при ц — О бесконечно увеличиваются г# 

(2) 

и Ф*. Эю
виачает, что появление дефектов критических размеров на мембране, 
на которой <р—0, маловероятно. Формулы (2) показывают также рез­

кую зависимость критических величии гф и Ф* от потенциала. Это ։аж- 
иос обстоятельство может сыграть существенную роль при шлечива- 
нии пор. При появлении на мембране дефекта критического размера 
уменьшается <р в области поры, а это в свою очередь приводит к р-֊»ко 

яу увеличению как г... так и Ф?. Таким образом надкритическая ора 
может оказаться (после некоторого уменьшения <•) иодкритической. •՛. с. 
Фактически произойдет залечивание пор [-1] Исходя из указанны.* об­
стоятельств. мы можем описать (роцесс кратковременной потери барь­
ерной функции клеточной мембраны под действием электрического по­
ля. Анализ литературы, проведенный в работе [8], показал, что г б . ль 

клетки •:։ электрическом ноле может быть «результатом временной (об- 
.рзтимою) увеличения проницаемости мембран». Вероятность ц; обоя 
участка мембраны за время I равна | 11
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F (t) ֊ 1 - exp (—14). (3)

где т -задается формулой (1). Если имеем суспензию, в которой имеет­
ся X.—-число клеток микроорганизмов, то. использовав (3). можно по­
казать. что число пробитых клеток X равно

X֊ Хт„ (1 — охр ( — t -)). (4

Из (41 следует, что зависимость логарифма процента выживших клс- 
(эд _ м \

— *' . -100% (от длительности импульса электрического

поля т должна быть линейной. Именно такая линейная зависимость г 
наблюдается в эксперименте (рис., а также <11. 12]). Отмстим, что 
’тангенс угла наклона на рис. есть т՜’. Это позволяет оценить такой 
важный параметр устойчивости биологических мембран, как коэффи 
ннент линейного натяжения кромки норы у Примем, что Т=300*К 
<՝о—1 мкф/см2 [5], <{.= фтя^ = |Д ЕгсобОг*! В (г==0,44 мкм, 0=0) 

Поскольку величина пО для биологических мембран неизвестна. лл^ 

опенок возьмем соответствующее значение пЬ=10 13 см2/с [6] для б։՛-

слоев. (Заметим, что если среднее число сефектов на мембране п=1 
то это означает, что коэффициент диффузии дефектов и см’.с.
Если же Э — 10 * см2՛!. то мембрана фактически бездефектна). Взяй 

эксперим՛. нталыюс значение т 1 нт рис и подставив соответствующие 

значения величии Т, к, пП. Со в формулу (1). можно получить уравнен»- 
относительно у. Численное решение этою уравнения дает значение 
Ч>: .55-10 11 II. Эта величина хорошо вписывается в эксперименталь­
но определяемый диапазон значении у для модельных бислоев [7]. ՛

Таким образом, с одной стороны, го обстоятельство, что в эксперн՛ 

ментах по исследованию ибели клеток бактерий в электрическом пол« 
реали-..ск я предсказанная теорией линейная зависимость выжнвае 
мосгв о- ьтнтельиостп импульса, а с другой стороны, найденное значе 
нт у. близкое к коэффициенту линейного натяжения бислоев, указыва 
ст на го. <!ю гибель клеток в электрическом поле связана с образова 
нисм на липидных участках их мембран надкритических дефектов ти­
на инвертированных пор.
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