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Влияние R-плазмиды на формирование клеточных контактов и процесс 
перекисного окисления липидов плазмидных и бесллазмидных клеток 

Salmonella derby
(Представлено 15/XI 1990)

Присутствие в клетках внехромосомных генетических элементов 
может оказывать существенное влияние на рост, размножение и сох
ранение бактериальных клеток (*• ’). Нами было показано (3> *), что 
отсутствие R-плазмиды в клетках S. derby приводит к физико-хими
ческим сдвигам компонентов мембран, их дестабилизации, с последу 
ющим морфо-физиологическим изменением клетки. Обнаружено отста
вание роста бесллазмидных клеток в 2—3 раза по сравнению с плазмид 
ными клетками.

Известно, что в суспензионной культуре микроорганизмов межкле 
точные взаимодействия способны инициировать структурную перестройку 
цитоплазматических мембран, способствуя переходу культуры из log 
фазы в стационарную фазу роста (°). С другой стороны, интенсифика
ция процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) в мембранах 
также может влиять на деление клеток (б). Поскольку клетки S. derby 
отличаются по форме и характеру клеточной стенки (7), представляло 
интерес изучение роли межмембранных взаимодействий. ПОЛ и природ 
ных антиоксидантов, а именно а-токоферола, в процессах роста и 
размножения бактериальных клеток S. derby.

В работе использованы условно-патогенный штамм S. derby К 89. 
несущий R-плазмиду, и его бесплазмидный вариант S. derby К 82

Выделение мембран из клеток S. derby проводили по методу Айноэ 
(“). Основным экспериментальным методом при изучении межмембран 
ных взаимодействий в мембранных суспензиях служил метод дифракции 
рентгеновских лучей под малыми углами. Образны были изготовлены и 
исследованы по методу, описанному в работе Л. Л. Шагиняна ( ).

Об активности ПОЛ судили по содержанию малонового диальде 
гида (МДА), образующего с тиобарбитуровой кислотой окрашивание, 
интенсивность которого регистрировали спектрофотометричетки (<-Ф
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1 Л), при длине волны 535 нм (*°), количество перекисей пересчитывали 
на мг белка данной суспензии. Белок определяли по методу Лоури (։|) 
« Яксвлена (i2) в экстрактах бактерии и в бактериальной суспензии в 
зависимости от концентрации клеток (расчет концентрации проводили 
по плотности клеток в 1 мл среды, определяемой по ФЭК) и продолжи
тельности времени (время инкубации).

Свободный а-токоферол в клетках S. derby определяли по мето
ду Дагана (|3).

I ис 1 Зависимость суммарной толщины мембраны и межмембранного 
расстояния от соотношения кон ентрацни вода мембрана в системе.

х —х — S. derby К 81. о -о — S. cerby К 82

Для изучения влияния pH среды культивирования на рост и размно
жение плазмидосодержащих и бесплазмидных клеток S. derby куль
туры выращивали в питательном бульоне при аэробных условиях и 
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разных pH среды. Рост клеток определяли ч разных моментах инку
бационного времени с помощью ФЭК.

Ранее проведенными исследованиями было установлено что бес- 
плазмидные клетки S. derby не только отличаются по форме, но имеют 
также извилистую поверхность клеточной стенки с фимбриями (7), 
однако биофизическое поведение клеточных мембран в их суспензиях 
сставалось неизвестным.

Исследование клеточных мембран проводили рентгенографическим 
методом при разных концентрациях мембран в водной суспензии 
(pH =7). Как видно из рис. I, межмембранное расстояние d как у 
клазмидного, так и у бесплазмндного штамма меняется в зависимости 
от концентрации мембран. С увеличением концентрации воды в мем
бранных суспензиях имеет место ее проникновение в межмембранное 
пространство, приводящее в конечном итоге к изменению местораспо
ложения соответствующего рефлекса на рентгенограмме.

При малых концентрациях у бесплазмидных клеток S. derby меж
мембранное d всегда больше, чем в плазмидосодержащих клетках 
S. derby, т. е. роль межклеточных контактов в биофизических процес
сах бесплазмидных клеток более очевидна, чем в плазмидных клетках.

Рентгенограммы, полученные при дифракции рентгеновских лучей 
под малыми углами мембран клеток S. derby, позволяют сделать вы
вод о жидкокристаллической структуре обеих мембран, в то время как 
дифракция под большими углами показывает большую степень упорядо
ченности внутримембранной организации клеточных стенок плазмидных 
клеток (рис. 2).

Рис 2. Рентгенограмма 15%-ных мембранных суспензий плазмндосодер- 
жашнх (а) и бесплазмидных (б) клеток S. derby

С другой стороны, результаты по исследованию ПОЛ показали, что 
межклеточные и межмембранные контакты могут существенно влияй 
также на процессы переноса конечного продукта ПОЛ А 
бравы в межклеточное пространство (табл. I). что затру и»яет опред 
лсиие его точного количества. Исходя из табл. 1, можно предполож
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что скорость выделения МДА в основном зависит не только от концен
трации клеток в бактериальной суспензии, но в первую очередь и от 
площади свободной поверхности клеток. Несмотря на это ПОЛ имеет 
•одинаковую кинетическую направленность в плазмидосодержащнх и 
бесплазмидных клетках S. derby. Из табл. 1 явствует также зависи
мость ПОЛ от физиологического состояния бактериальных клеток 
(К = 0,2), что особенно ярко выражается у плазмндосодержащего 
штамма.

7иб.1ща /
Процесс перекисного окисления липидов в клетках 5. <1е։Ьу в зависимости 

от ф зы роста и концентрации клеток, количество уДА на I мг белка

Логарифмическая фаза 
роста

Стационарная фаза 
роста

Штамм Кош ентрация клеток

U 40J 0.2 0.2 0.7

К 89 дикий плазми- 
досодержащий, кле
точная суспензия

К 89 дикий плазми
досодержащий. кле
точный экстракт

К 82 бесплазмнд- 
ный. клеточная 
суспензия

140,1+0,021 54.32 + 0.102 36.216+0,341

20,05+0,41 130.9 + 0,2 9.9+1.21

32.011+0.21 32.79Т0.913 34.66+0,11

118,54+0.141

26,3+0,231

36.95+0. ЯI

54.02+0,01

26.005+1,23

I

К 82 бгепл 13мид 
ный, клеточный 
экстракт 27+0,038 27+0,244

Количество МДА, определяемое при концентрации клеток К = 0.4. 
при которой для обоих типов клеток S. derby межклеточные контакты 
существенно не влияют на выделение МДА в межклеточное простран
ство, поскольку основную часть мембранных липидов у бактерии со
ставляют фосфолипиды, пересчитано на 1 мкг фосфора данной суспен 
зии. Количество фосфора определялось при изучении фосфолипидного 
состава клеток S. derby.

Таким образом, установлено, что количество МДА у клеток 
S. derby, лишенных R-плазмиды, примерно в 18 раз больше, чем в 
плазмидосодержащих клетках, а количество а-токоферола в плазмид- 
ных клетках значительно меньше, чем в клетках, лишенных R-плаз- 
миды '

Изменение скорости течения реакции ПОЛ в зависимости от фи
зиологического состояния клеток S. derby может быть фактором контро
лирования перехода культуры из логарифмической фазы в стационар
ную, значительно ярче представленную в плазмидосодержащнх клет
ках, нежели в клетках, лишенных /?-плазмиды.
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Результаты экспериментов свидетельствуют, что усиление межкле
точных контактов и интенсивности течения реакции ПОЛ, как и повыше
ние степени влутрнмембранной неупорядоченности бесплазмидных 
клеток S. derby, по всей вероятности, способствуют замедлению роста 
и размножения, в то время как высокие концентрации а-токоферола 
играют существенную роль в регуляции клеточного метаболизма 
бесплазмидных клеток S. derby,

В ходе работы представляло интерес изучить влияние pH среды 
культивирования на рост и размножение плазмидосодержащих и 
бесплазмидных клеток S. derby.

Г.блица 2
Влияние pH среды культивирования на рост и размножение клеток S. derby 

(плотность клеточной суспензии по ФЭК»

Время 
инкубации ч 5.02 5.5

р Ч среды

6.5 7.0 7.5 8,0

2
3.5
5.0
6,5 

Ночная 
культура

Бесплазмидные

0.0’5 0.038 0.046 0.04S 0,058 0.065
П, И 0.06 0.07 0.073 0,088 0.072
о.։;78 0.14 0,158 0.173 0.177 0,124
0.12 0.245 0.258 0.273 0,235 0.164

0 42 0,54 0.548 0.52 0.408 0,279

II лазмидн ые

2
3.5
5.0
6.5

Ночная 
культура

0/02 
0.03
0,246 
0.36

1.5

0.025
0.163
0.269
0.371

0,93

0/37 
0.182 
0.3
0.372

0.9!8

0,(43 
0,209
0.31 
0.4<>5

0.89I

0.053
0.252
0.333 
0,41

0 829

0,017
0.228
0,2.6
0,304

0,6

Примечание: при равных концентрациях клеток количеств։» жнзнеспособ 
пых бесплазмидных клеток в 10 раз меньше, чем плазмндных

Из табл. 2 видно, что клеток обоих типов в log фазе рос га 
pH опт = 7,0—7,5. Переход плазмндных клеток из log в стационарную 
фазу роста завершается через 2,5—3,0 ч. после инкубации, а бесплаз 
мидных клеток в 2 раза позже. После перехода клеток в стационарную 
фазу роста наблюдается изменение интенсивности роста в заншимосги 
от pH среды со сдвигом в кислую сторону (максимум роста для ночной 
бесплазмидной культуры наблюдается при pH = 6,5, а для плазмндных 
клеток—при pH = 5,027).

В табл. 3 представлены относительные скорости рои а клеток 
Ь. derby при исследуемых pH и времени инкубации. Показано, но д
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перехода бесплазмидных клеток в стационарную фазу роста наблю
дается максимум роста при pH ---- 7,0 в стационарной фазе роста во 
всех исследованных временах инкубации максимальная скорость на
блюдается при pH = 5,02. „։.дЯ

7аб։.;ц.1 3
Определение относительной ткоростн роста клет к бсгЬу 

при разных р I окружаю ей среды

Инкубацион
ный период ч

pH среды

5.02
5.5 i 6.5

7.0 7 5 Я, >

Б е сила 3 м и д н ы е

2-3.5 0,1 0.58 0-52 и,52 0.517 0.1
3.5-5.0 4.2 1.26 1.257 1.34 1 .04 0.72
5-6.5 0,94 0.75 0.63 0.596 0.326 0.323

Плазмндн ы е

2-3,5
3.5 5
5—6.5

3.9
2,675
0.46

5.52
0,65
0,379

3,919 
0.648
0,24

3.895
0,579 
0,23

3.9
0.321
0.231

ЗЛ9 
0,124 
0.18

Таблица •!
Изменение pH среды культивирования при росте 

плазмидных и бесплазмидных клеток Salmonella derby

Штамм pH среды 
до инкубации

pH среды 
после 12 ч 
иикубацн ।

К 82, бесплазмидный
К 89, п.аэмндный
К 82. бесплазмидный
К 89. плазмидиыЙ

7.1
7.1
4.9
4,9

7.09
8.31
5.1
5.85

При меч ан не: количество живых плазмидных и бес
плазмидных клеток в начале инкубации отличается.

Как показывают данные по табл. 4, при росте клеток имеет место 
изменение оН среды, что, в свою очередь, влияет на определение 
рНопт среды клеток, находящихся в стационарной фазе роста. Наблю
дается четкий сдвиг pH среды в процессе роста у плазмидных клеток, 
а у бесплазмидных клеток сдвиг этот весьма незначителен. Более 
медленный переход при росте бактерий pH кислой среды в нейтральную, 
наблюдаемый в бесплазмидных клетках в сравнении с плазмидными, 
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указывает ла замедленный метаболизм бесллазмнднон клетки в целом, 
что и вероятно, приводит к замедлению роста и размножения этих 
клеток.

Эксперименты по изучению влияния pH окружающей среды на 
рост и размножение плазмндных и бссплазмндиых клеток S. derby 
показывают, что в обоих типах вышеназванных клеток направленность 
влияния pH окружающей среды одинаков?. Для клеток S. derby в log 
фазе роста рН0(1Т =7,0—7,5, при которой, как показано выше, мембраны 
этих клеток находятся в более упорядоченном состоянии.

Сравните.-!! ное изучение количественного состава а-токоферола в 
клетках S. derby показало, что в бесплазмидных клетках его количес
тво при подсчете на 1 мг влажных клеток в 2—3 раза больше, чем в 
плазмидосодержащях клетках.

Таким образом, результаты экспериментов свидетельствуют об 
усилении межклеточных контактов и интенсивности течения реакции 
ПОЛ, как и повышении степени внутримембранной неупорядоченно
сти бесплазмидных клеток S. derby. По всей вероятности это способ
ствует замедлению роста и размножения, в то время как высокие кон
центрации а-токоферола играют существенную роль в регуляции кле
точного метаболизма S. derby К 82.

Институт экспериментальной биологии Академии наук Армении

Ա. Д. ՓնՓՈՅԱՆ, Հ. Հ. ₽ԱԴԱԼ5ԱՆ, ժ. Ա. ԿՅՈՅԱՆ, Հայաստանի 4Ս. 4. Ղ. ՂԱ.ՐԱԴՅ(123ԱՆ
R-պլազմիղի ազդեցությունը Salmonella derby 

ս|լազմիդ պարունակող և ոչ պլաղմիղային ըջիչներում լիպիղային 
պերօքսիղացիոն պրոցեսների և թչչային կոնտակտների ձևավորման վրա

II ւս ո ւմն ա ս իրվե լ է պլազմիդի ազդեցությունը պլազմիդ պարունակող 
և ոչ պչազմ իգային Տ- Ժ6րե կուլտուրայի րք?ային կոնտակտների ձևավոր
ման և լիպիղային պե րօքս ի գա ցի ոն պրոցեսների (ԼՊՊ) վրա։ 2 տիպի րը- 
քիՀերի մեմբրանների ոենտգենոզրաֆիկ ուսումնասիրությունը բացահայտել է բջիջներում ն երմե մբրան ա յին բարձբ կարգավո րված ութ յան առկայություն։ 
Տույց է տրված, որ չնայած ոչ պչազմիգային բջիջն երում ա-տ ո կ ոֆե ր ո լի 
քա֊ակը բարձր է, այնուամենայնիվ, նկատվում է ԼՊՊ-ի ուժեղացում։

Փ. րձի արդյունքները վկայում են, որ ԼՊՊ-ի և միջբջջային կոնտակտ
ների ուժեղացումը, ինչպես նաև ն երմ եմ բրան ային համեմատական անկար֊ 
ղավորվածր ւթյունը օժանդակում են ոչ պլազմիդային բջիջներում մետաբո- 
յ/զմի անկայունացմանը. և, որպես արդյունք, դանդաղում են աճման և 
բազմացման պրոցեսները, Մեծ քանակությամբ Ա-տոկոֆևրոյր, հավանա- 

կարգավորում է թՀքի մետաբոլիզմըւ
Փորձերը վկայում են, որ Տ- կուլտուրայի վրա արտաքին միջա-թԱ-/ր ա ղղեբՈւթյունր միակերպ էւ
Այսպիսով, բացահայտվել է պԼաՒՂՒ Պ^րր րհ\ րջիք^երի

ֆուն կցիոնալ ակտիվության վրա։
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