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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИМ НАУЧНЬIА ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИй · 1980 

А. Н. ШКИДЧЕНКО 

ЛИМИТИРОВАНИЕ Н ННГН&НРОВАННЕ РОСТ А 

МИКРООРГАНИЗМОВ ПРИ НЕПРЕРЫВНОМ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 

Современные подходы к проблеме управления ростом и раз­
витнем микробных популяций на основе математических моде­
~1ей [ l] и создание аппаратуры класса АНКУ М [2], предостав­
.1яющей возможность программируемого дозирования раз.т~ич­
ных компонентов питательной среды при условии поддержания 
постоянной скорости протока при культивировании микроорга­
низмов в режиме хемостата, требуют от исследователя доста­
точно полного представления возможных последствий измене­
ния любого параметра процесса культивирования. 

Один из наиболее распространенных методов непрерывного 
культивирования микроорганизмов- хемостатный, когда ско­
рость роста микробной популяции ограничивается концентрацией 
одного из компонентов питательной среды [3-5]. Часто такими 
лимитирующими факторами являются источники углерода, азо­
та и фосфора. При ограничении скорости роста культуры раз­
ilичнымн компонентами питательной среды можно получить 
близкие (по скорости роста и концентрации биомассы в потоке) 
микробные популяции. 

Насколько же сопоставимы и сопоставимы ли культуры, 
выращиваемые при равных скоростях роста, ограниченных раз­

.шчными .1имитирующими факторами? 
Рассмотрим некоторые показатели физиологического состоя­

ния микробной популяции, лимитированной различными компо­
нентами среды, на примере дрожжей Candida utilis. 

Ввиду того, что скорость протока питательной среды, а сле­
довательно и скорость роста во всех вариантах опытов была по­
стоянной (Д= 0,25 ч- 1 ), то целесообразно рассматривать все 
изменения физиологических и биохимических показателей роста 
дрожжей при близких концентрациях биомассы в протоке. В ка­
честве исходного состояния микробной популянии избран ре­
жим, когда рост дрожжей ингибировался концентрацией про­
дуктов метаболизма в среде, и культуры по ряду показателей 
были максимально б.т~нзки. 

Уменьшение содержания азота в подававшейся среде сопро-
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вождалось уменьшением концентрации биомассы в протоке, 
снижением экономического коэффициента процесса и некоторым 
увеличением накопления продуктов метаболизма. При жестком 
(на грани вымывания культуры) лимитировании роста азотом 
наблюдалось накопление в клетках липидных гранул и усилен­
ная вакуолизация, а также изменения в ультраструктурной 

организации внутриклеточных мембран [6]. 
Переходвые процессы при изменении концентрации азота в 

среде продолжались от 8 до 35 ч в зависимости от ве.11tчины 
рассогласования по концентрации. Содержание клеточного бел­
ка при лимитировании роста азотом постепенно уменьшалось 

и при жестком лимитировании падало с 33 до 26,2 %. Амино­
кислотный состав гидролизата белка при этом изменялся: сни­
жалось содержание JIИзина, аланина, глутаминовой кииюты и 
серина. Величина пула свободных внутриклеточных аманокис­
лот падала на 50 % при уменьшении концентрации источник<t 
азота с 0,75 до О, 188 г/л и достигала 2,0 %, от сухого веса био­
массы. Содержание фракции подвижной воды в лиофипнзиро­
ванной биомассе повышалось с уменьшением степени обеспе­
ченности культуры азотом. 

Изменение содержания в лиофилизированной биомассе дрож­
жей фракции подвижной воды связано со степенью завершен­
ности мембранных структур. Количество подвижной воды воз­
растает при неблагаприятных для роста условиях [7]. Прн лими­
тировании роста дрожжей азотом, последний из питательной 
среды утилизировался не полностью и, независимо от его кон­

центрации на входе в ферментер, обнаруживалея в культураль­
ной жидкости в количестве 0,014-0,016 г/л. По-видимому, эта 
концентрация является пороговой для исследованной культуры 
и физиологически ей недоступна. 

Некоторые экспериментаторы ранее отмечали, что лимити­
рование роста наблюдается не при полном исчерпании одного 
из компонентов среды, а при его определенных, достаточно низ­

ких концентрациях. Так, Шульц [8] отмечал, что при культи­
вировании дрожжей рода Candida в режиме хемостата с лими­
тированием скорости роста фосфатами, фосфор становился 
недоступным для клеток, если его концентрация составляла 

меньше восьми миллионных долей от веса среды. При культи­
вировании Az. vinelandii в режиме хемостата с лимитированием 
сахарозой концентрация последней в культуральной жидкqсти, 
вытекающей из ферментера, составляла 70 мг/л [9]. При непре­
рывном культивировании бактериальных культур с лимитиро­
ванием роста метанолом, являвшимен единственным источни­

ком углерода, концентрация неутилизированного метанола со­

ставляла 45-50 мг/л [10]. 
Как правило, эти наблюдения носили случайный характер. 

Экспериментаторы называли определенные ими концентрации 
лимитирующих рост компонентов «неутилизируемыми» или «ос-



таточными». С нашей точки зрения, концентраций компонентов, 
остающихся в питательной среде при лимитировании ими ско­
рости роста микроорганизмов, следует называть пороговымн: 

концентрациями согласно терминологии, применяемой при опи­
сании физиологических исследований [ 11] . При таком подходе 
пороговые концентрации лимитирующих рост компонентов сре­

ды можно рассматривать в качестве показателей физиологиче­
ской активности микробной популяции и использовать для ха­
рактеристики физиологического состояния микроорганизмов. 

Автоселекции дрожжевой популяции при длительном (бо.1ее 
450 ч) непрерывном культивировании с лимитированием роста 
источником азота не наблюдалось. 

При лимитировании роста дрожжей фосфором сначала 
уменьшалось содержание внутриклеточных фосфатов, и лишь 
после этого изменялась концентрация биомассы в протоке. При 
жестком лимитировании роста фосфором содержание внутри­
клеточных фосфатов снижалось в четыре раза, падал экономи­
ческий коэффициент и скорость накопления в среде продуктов 
метаболизма [12]. 

Переходвые процессы при изменении концентрации фосфора 
в среде длились 5-38 ч. Популяции с разной обеспеченностью 
фосфором отличались по дыхательной активности. Содержание 
клеточного белка возрастало при снижении степени обеспечен­
ности популяции фосфором и достигало при жестком лимитиро­
вании 39,8 % без существенных изменений в аминокислотном 
составе. Содержание свободных внутриклеточных аминокислот 
также возрастало и достигало 5,02 %1 от сухого веса. Содер­
жание фракции подвижной воды в лиофилизированной биомассе 
резко увеличивалось с уменьшением степени обеспеченности 
дрожжей фосфором [ 13] . 

Порогован концентрация фосфора, лимитировавшего рост 
дрожжей С. utilis, составляла 0,0007 г/л. Она не зависела от 
концентрации фосфора в поступавшей питательной среде и от 
содержания внутриклеточных фосфатов. Прекращение подачи 
фосфатов в ферментер на 30 мин при постоянной скорости про­
тока вызывало снижение концентрации биомассы в протоке, т. е. 
сопровождалось вымыванием культуры. Величина пороговой 
концентрации фосфора при этом, однако, не менялась. При 
лимитировании роста дрожжей фосфором, когда содержание 
внутриклеточного фосфора снижалось с 1,9 до 0,55% от веса 
биомассы, проявлялась пороговая концентрация растворенного 
в среде кислорода. Отключение аэрации ферментера в этих 
условиях сопровождалось снижением концентрации растворен­

ного кислорода лишь до определенного уровнЯ. Порогован кон­
центрация растворенного в среде кислорода составляла 22-23 % 
насыщения и исчезла при обогащении питательной среды фос-
фатами. . 

Длительное непрерывное культивирование дрожжей Candida 
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utilis в режиме хемостата с лимитированием роста фосфатами 
сопровождалось автоселекцией. Селективная культура облада.'!а 
более высокой скоростью роста, отличалась от нсходной ско­
ростью потребления субстрата и накопления продуктов мета­
боJlизма, ·содержанием внутриклеточного белка. Процесс авто­
селекции обусловлен, по-видимому, отбором популяции, обла­
дающей более низкой константой Михаэлиса, ибо эта константа 
в режиме хемостата определяет величину действующей удель­
ной скорости роста микроорганизмов. На воз~южность и усло­
вия возникновения автоселекционных процессов при длитель­

ном непрерывном культивировании микроорганизмов указывали 

и другие исследователи [14-16]. По-видимому, на интенсив­
ность автоселекционных процессов оказывает влияние не толь­

ко длительность процесса и скорость протока, но также харак­

тер лимитирующего фактора и уровень лимитирования. 
При непрерывном культивировании дрожжей с постоянной 

скоростью протока уменьшение содержания глюкозы в пода­

вавшейся питательной среде приводило к пропорциональному 
снижению концентрации биомассы и продуктов метаболизма 
в nротоке. Эконо'мический коэффициент при этом не менялся, 
переходвые процессы при изменении концентрации глюкозы 

были короткими (2-3 ч). Содержание клеточного белка по 
мере снижения концентрации биомассы возрастало с 33 до 41 % 
по сухому весу. В составе гидролизата белка существенно уве­
личивалось содержание лизина, валина, аспарагиновой и глута­
миновой кислот. Пул свободных внутрикпеточных аминокислот 
также несколько возрастал. Содержание фракции подвижной 
воды в лиофилизированной биомассе при лимитировании роста 
дрожжей глюкозой резко снижалось. При длительном непре­
рывном культивировании дрожжей с ограничением роста глю­
козой автоселекционных nроцессов в микробной популяции не 
наблюдалось. Пороговая концентрация г.r1юкозы, лимитировав­
шей рост дрожжей, составляла 80-83 мг/мл. Она не зависела 
от концентрации глюкозы в поступавшей свежей питательной 
среде. 

Сопоставительный анализ хемостатных культур дрожжей 
при лимитировании роста азотом, углеродом и фосфором пока­
зал, что при равной скорости роста, но разных .'!имитирующих 
факторах культуры различаются по многим показателям. Более 
того, основные показатели роста и развития микробной попу­
ляции при одинаковой скорости роста, но при разной степени 
обеспеченности одним из компонентов среды, существенно раз­
.'lичаются. 

Увеличение содержания клеточного белка при лимитирова­
нии роста дрожжей углеродом и фосфором можно рассматри­
вать как подготовку клеток к «консервации». Подобные явле­
ния были отмечены нами ранее при действии на культуру небла­
гоприятноrо внешнего фактора [17]. В случае недостатка азота 
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клетки накапливали запасные вещества. Увеличение содержа­
ния в лиофилизированной биомассе фракции подвижной воды 
также связано (по крайней мере при периодическом культиви­
ровании) со снижением метаболической активности и перехо­
дом культуры к состоянию покоя. Приведеиные эксперименталь­
ные данные показывают, что сопоставление культур по скорости 

роста очень условно, так как их физиологическое состояние 
может быть различным при равных скоростях роста. 

Следует особо выделить эффект аутастабилизации порого­
вых концентраций, лимитирующих рост факторов. Его можно 
выразить количественно, введя коэффициент аутастабилизации 
Кас как отношение изменения величины фактора в подающейся 
среде к соответствующему изменению его равновесной величины 
в культуре. Для лимитирующего рост субстрата коэффициент 
имеет вид 

К _Samax-Somln 

ос- Smax-Smtn ' 

где S и S 0 - концентрация лимитирующего субстрата в среде, 
окружающей клетки, н в подаюн1.ейся среде, соответственно. 

В приведеиных примерах величины Кас по глюкозе превы­
шают 10-3, а по фосфору и азоту- 10- 2. Следовательно, эф­
фект аутастабилизации выражен достаточно сильно, и его 
нельзя не учитывать при врименении проточного культивиро­

вания как в лабораторных, так и в промышленных условиях. 
Для прироДных популяций явление аутастабилизации также 
существенно, так как эти биологические системы в своей основе 
являются открытыми [ 18]. 

До настоящего момента мы рассматривали хемостатные 
культуры дрожжей лишь с позиций ограничения роста недос­
татком одного из компонентов питательной среды. В действи­
тельности же микробная популяция в проточной хемостатной 
культуре подвергается еще и воздействию продуктов клеточ­
ного метаболизма, постоянно присутствующих в культуральной 
жидкости. 

В культуральной среде обнаруживали продукты неполного 
окисления субстрата [19, 20), аминокислоты [21), белки, поли­
сахариды, нуклеиновые кислоты [22] и другие вещества. Накап­
ливающиеся в среде продукты энзиматических реакций тормо­
зят ход этих же или каких-либо ранних звеньев цепи реакций 
по принцилу отрицательной обратной связи. В литературе опи­
сано лишь несколько процессов выращивания микроорганизмов, 

не Сопровождавшихея накоплением продуктов клеточного мета­

болизма в среде, но это сопряжено с применением специфи­
ческих приемов культивирования [23-25) . 

Количественная зависимость между концентрацией продук­
тов обмена и скоростью роста микроорганизмов была получена 
при культивировании PropionioЬacterium sllermanii на средах 
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с лактатом (26). Наличие высокой концентрации продуктов 
метаболизма в среде способно изменить направленность про­
цесса и возможно нарушить управление ростом популяции с по­

мощью первоначально избранного лимитирующего компонента 
среды. 

С подобным явлением мы столкнулись при лимитировании 
роста дрожжей С. utilis глюкозой при постоянной скорости про­
тока. Увеличение содержания глюкозы с 2,5 до 10 г/л сопро­
вождалось пропорциональным повышением концентрации био­
массы в протоке. Однако эта зависимость нарушалась при со­
держании глюкозы в подаваемой среде от 15 г/л и более. 
Повышение концентрации питательных веществ в этих условиях 
не оказывало влияния на рост микробной популяции. Контакт­
ное ингибирование роста, наб.'lюдавшееся при концентрации 
клеток дрожжей С. utilis в количестве 106 в 1 мм3 [27], исклю­
чалось, так как в наших опытах концентрация клеток дости­

гала лишь 3,2 · 105 в 1 мм3 . 
Выделенные из культуральной жидкости продукты метабо­

лизма (при разных плотностях популяции) сконцентрировали 
и ввели в турбидостатную культуру дрожжей. Зависимость 
удельной скорости роста дрожжей С. utilis от концентрацин 
продуктов метаболизма удовлетворительно описывалась урав­
нением Моно - Иерусалимского. Следовательно, во всех иссле­
дованных режимах лимитирования роста дрожжей глюкозой 
культура подвергалась ингибированию продуктами метаболиз­
ма. После фракционирования продуктов метаболизма и иссле­
дования влияния каждой фракции на дыхательную активность 
дрожжей было установлено, что ингибирующим действием 
обладала фракция, содержащаЯ низкомолекулярные продукты 
обмена. 

Углекислый газ (СО2 ), составляющий основную часть газо­
образных продуктов клеточного метаболизма, может оказывать 
существенное влияние на рост и развитие микробных популя­
ций. При отсутствии углекислого газа удлиняется лаг-фаза роста 
микроорганизмов, уменьшается прирост биомассы и скорость 
утилизации источников углерода [28, 29]. Концентрация угле­
кислого газа может быть использована в качестве фактора регу­
лирования скорости роста. Так, максимальная скорость роста 
Streptomyces sanguis наблюдалась при содержании в газовой 
фазе не менее 2,4 % СО2 . При более низких концентрациях 
скорость роста зависела от концентрации углекислого газа (30]. 

в ряде случаев отмечалась гетеротрофная фиксация со2 
микроорганизмами. При выращивании дрожжей С. tropicalis 
(штамм Н-30) и С. guilliermondii (штамм НП-4) на средах 
с актадеканом и глюкозой аэрирующий воздух содержал от 15 
до 30 % углекислого газа. На среде с актадеканом выход био­
массы возрастал на 20 %, (усваивалось 14 % поданного угле­
кислого газа), а на среде с глюкозой только на 2, 7 % (31]. 
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В литературе имеются данные по угнетению развития ми­
кробных популяций углекислым газом. Отмечалось, например, 
полное подавление развития грибов при увеличении содержания 
со2 в подававшемся воздухе [32]; наблюдалось подавление 
циркадного кониднеобразования у Neurospora crassa при содер­
жании со2 в воздухе выше критического уровня [33] ; указы~ 
валось на влияние концентрации углекислого газа на целлю­

.:юлитическую активность некоторых грибов [34]. 
Одним из приемов, применяемых при непрерывном культи­

вировании микроорганизмов для стабилизации концентрации 
растворенного в среде кислорода на определенном уровне, явля­

ется управляемая дискретная подача аэрирующего воздуха 

в фермевтер [35, 36]. Само по себе варьирование концентрации 
растворенного в среде кислорода (в диапазоне 10-90%1 насы­
щения) не оказывает ощутимого влияния на рост микроорга­
низмов при проточном культивировании, так как действие кис­
лорода маскируется лимитирующими и ингибирующими фак­
торами. 

Применеине оксистата с прерыванием аэрации и включением 
ее при снижении р02 ниже заданного уровня целесообразно 
в тех случаях, когда происходит интенсивное пенообразование, 
а применение химического пенагашения нежелательно. Это 
позволяет существенно сократить расход воздуха при аэрации, 

стабилизировать концентрацию растворенного в среде кис.lо­
рода в узком диапазоне (5-8 %. насыщения) и при проточном 
культивировании поддерживать уровень культуральной жид­
кости на одном уровне. Кроме того, при интенсивном пенаобра­
зовании часть биомассы находится в пенном слое, что затруд­
няет управление скоростью протока по датчику оптической плот­
Jюсти. Концентрация углекислого газа в ферментере при его 
оксистатировании изменяется в широком диапазоне. Частые 
прерывания аэрации при изучении дыхательной активности ми­

кробной популяции приводили к снижению скорости роста и 
активности дыхания [37]. 

При культивировании дрожжей С. utilis в режиме хеиоста­
та с лимитированием роста источником азота накопление в 

среде углекислого газа, возникающее при оксистатировании 

ферментера, ингибирует рост микробной популяции. При этом 
происходит переключевне с лимитирования роста источником 

азота на ингибирование одной из форм уг.'lекислого газа, а имен­
но гидрокарбонатной. Эффект ингибирования роста обратим. 
Он снижается с повышением интенсивности вентиляции аппа­
рата или варьированием величины рН среды (в зоне оптималь­
ной для роста дрожжей), изменяющим соотношение свободной 
и гидракарбонатной форм углекислого газа в культуральной 
среде [38]. 

Известны данные, иллюстрирующие ингибирующее действие 
растворенного со2 (а не гидракарбонатной его формы) на 
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·образование и накопление инозита (39, 40]. Возможно, что 
свободный со2 и его гидракарбонатная форма оказывают раз­
~ичное действие на скорость роста и на процесс накопления 
продуктов микробного синтеза. Не исключено, что разница в ха­
рактере действия различных форм со2 связана с индивидуаль­
ными особенностями изучавшихся культур микроорганизмов. 
Ингибирующим рост микроорганизмов действием могут обла­
дать и исходные субстраты. Даже такие нетоксичные субстраты 
как сахара в невысоких концентрациях могут угнетать рост 
микроорганизмов. Указывалось, например, на снижение ско­
рости роста Bacillus megaterium и экономического коэффици­
ента при повышении концентрации глюкозы в питательной сре­
де до 0,25% (41). 

В ряде случаев приходится учитывать не индивидуальное 
действие лимитирующей или ингибирующей концентрации опре­
де.lенного компонента среды, а возможность о~новременного 

действия двух или нескольких факторов. Браун ·и Джансон [42] 
наблюдали ингибирование роста дрожжей в хемостатной куль­
туре углеводами на фоне лимитирования недостатком азота. 
В данном случае речь шла не о переключении с Jшмнтирования 
на пнгибирование роста, а об одновременном действии на куль­
туру двух внешних факторов. 

В наших опытах при проточном культивировании дрожжей 
С. utilis в режиме хемостата с лимитированием роста фосфа­
та'11И избыточная концентрация глюкозы ингибировала рост 
ку.1ьтуры. Лимитирующий и ингибирующий факторы оказывали 
одновременное, кооперативное, действие. Концентрация биомас­
сы при постоянной скорости протока среды снижалась за счет 
иш:ибирования роста дрожжей остаточной глюкозой в концен­
трациях 0,96 и 1,36% соответственно на 5,5 и 15,6% абсолют­
ной величины. Экономический коэффициент процесса умень­
ша.1СЯ при этом с 40 до 28%1• При жестком лимитировании 
роста дрожжей проявлялась пороговая концентрация раство­

ренного в среде кислорода, составляющая от 5 до 25 % насы­
щения. При одновременном действии лимитирующего и инги­
бирующего факторов пороговая концентрация кислорода воз· 
растала, а фосфора - оставалась постоянной. Ингибирование 
роста дрожжей избытком глюкозы на фоне лимитирования 
фосфором сопровождалось снижением содержания внутрикле­

точных фосфатов. 
При выборе фактора управления ростом микробной попу­

JJяции экспериментатор должен учитывать возможные послед­

ствия длительного действия на культуру данного фактора и 
дифференцировать его действие от суммы других факторов. 
В заключение отметим, что возможности управляемого непре­

р:ьшного культивирования микроорганизмов в настоящее время 

исследованы недостаточно и развитие работ в этом направ.'lеНI!И 
представляется перспективным. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИй НАУЧНЫА ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 1980 

О. Н. ОКТЯБРЬСКИЙ, Р. А. ПШЕНИЧНОВ 

ИЗМЕНЕНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНОГО 

ПОТЕНЦИАЛА ПРИ ОСТАНОВКЕ РОСТА КЛЕТОК ESCHER!CНIA COU 

Один из важнейших физико-химических параметров, харак­
теризующих состояние микробных культур,- окислительно-вос­
становительный потенциал ОВП или Eh. Показано, что r-лав­
ными факторами, определяющими значение ОВП, являются 
материал измерительного электрода, рН, содержание к~кло­
рода, концентрация химических веществ, обладающих ою~сJш­
тельно-восстановительными свойствами [ 1, 2]. Считается, что 
в аэрируемых культурах при измерении Eh п.1атнновым элек­
тродом его значение при неизменном рН контроiJнруется кис­
лородом [3]. 

Авторами настоящей статьи обнаружены скачки редоf,спо­
тенциала в аэрируемых бактериальных культурах при остановке 
роста клеток Е. coli, не зависящие от парциального дав.1сrшя 
кислорода рО2. 

В экспериментах использован гiрототрофный штамм Esche­
richia coli, выделенный из гетерогенной произведетвенной r:опу­
ляшш .М-17. Бактерии выращивали на синтетической среде 
М-9 [4] следующего состава, г/л дистиллированной воды: 
Na2HP04·12H20- 15,13; КН2РО4- 3; NaCI- 0,5, содержащей 
10-3 М MgS0 4 ·7H20 и 10-4 М СаС\2 . Глюкоза (исходная кощен­
трация 100 г/л) и хлористый аммоний (исходная концентрация 
40 г/л) вводили в среду импульсами по 0,25 мл до достижения 
необходимой концентрации. 

Периодическое и непрерывное культивирование производили 
в аппаратах непрерывного культивирования микроорганизмов 

АНКУМ-2 (СКБ БП АН СССР, г. Пущино-на-Оке). Скорость 
оборотов мешалки составляла 500 об/мин, аэрация- 0,5 л/мин, 
объем культуры- 1 л, температура- 37 ос; рН, равный 7,0, 
:юддержнвали автома·JИчески титрованием 2N NaOH. Оптиче­
о:ую плотность суспензии измеряли непрерывно прп помоща 

датчика оптической плотности ДОП lM (СКБ БП) и в перио­
дически отбираемых из ферментера пробах на прпборе 
ФЭК-56 ПМ (светофильтр ,N'g 9). Парциальное давление кисло­
рода измеряли полярографическим способом при по\ющи мем-
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бранного платинового электрода. Оптическую плотность, рН, 
рО2, регистрировали при помощи многоканального электронного 
самоnисца КСП-4. Непрерывное измерение и регистрацию Еь 
в ферментере производили при помощи измерительного плати­
нового г ладкого электрода ЭПВ-1, вспомогательного хлорсере­
бряного электрода ЭВЛ-1М3, прибора рН-121 и электронного 
самсnисца EZ 7 (ЧССР). 

Результаты культивирования бактерий в периодическом 
режиме показавы на рис. 1. Лимитирующим компонентом среды 
в этих опытах была глюкоза, которую добавляли в среду сту­
пенчато, после каждой остановки роста, регистрируемой ДОП 
lM. Каждый раз при остановке роста наблюдали скачокредокс­
потенциала (см. рис. 1). Скачки Еь происходили на фоне об­
щего снижения редокспотенциала от +65 до -7 мв. Величина 
падения потенциала в момент остановки роста при данных 

условиях эксперимента не зависела от плотности культуры и 

~оставляла 20,8±0,8 мв. 
Подробные профили скачков потенциала, записанные на 

высокочувствительном потенциометре EZ7 (рис. 2), показывают, 
что nадение редокспотенциала культуры начинается сразу после 

остановки роста и доходит до максимума через 10-12 мин. 
Если в среду не подается лимитирующий субстрат (см. рис. 2, в), 
то фаза крутого падения Еь сменяется фазой постепенного воз­
вращения его к первоначальному значению. Продолжительность 
этой фазы составляет около 60 мин. 

Если лимитирующий субстрат (в данном случае глюкоза) 
под<Jется в среду, то начинается быстрое выравнивание Еь, 
<:овnадающее с возобновлением роста бактерий (см. рис. 2, б). 
Культура быстро реагирует на добавление субстрата: среднее 
время, . проходящее от момента импульсного добавления рас­
твора глюкозы до начала восстановления Еь, составляет 52 сек. 
Если глюкоза добавляется в среду после восстановления Еь, 
то культура возобновляет рост, однако заметного изменения 
редокспотенциала при этом не наблюдается (см. рис. 2, в). 

Профиль скачка ОПВ меняется не только в зависимости 
от времени подачи субстрата, но и от состава среды. Например, 
увеличение концентрации магния и кальция приводит к выяв­

лению дополнительных деталей на профиле (см. рис. 2, а). 
Аналогичные изменения Еь в растущей периодической куль­

туре Е. coli наблюдали в случае лимитирования роста по азоту. 
Остановка роста бактериальной культуры при этом также со­
провождалась скачком редокспотенциала по величине и про­

филю, не от.тшчающимся от приведеиных выше. 
Результаты опытов с выращиванием бактерий в проточной 

культуре представлены на рис. 3. В этих экспериментах среда 
М-9 с глюкозой подавалась в фермевтер непрерывно со скоро­
стью протока 0,5. Азот (как лимитирующий компонент) в виде 
раствора NH4Cl подавался в фермевтер автоматически импуль-
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сами в ответ на снижение плотности культуры ниже заданного 

уровня (в данном случае 0,6 единицы оптической плотности). 
При культивировании в таком режиме наблюдали периоди­

ческие колебания шютности бактериальной культуры в фермен­
тере, сопровождающиеся скачкообразными колебаниями редокс­
потенциаJiа с той же частотой, что и колебания плотности. 
Падение Еь начиналось сразу после исчерпания лимитирующего 
субстрата. Этот момент фиксировался по снижению плотности 
культуры вследствие вымывания ее из ферментера глюкозо­
солевым раствором, а также по падению редокспотенциала. 

Это падение продолжалось до момента достижения популяцией 
заданного уровня плотности. При этом, как указывалось, в среду 
автоматически поступал раствор NH4Cl, культура возобновляла 
рост, плотность ее росла, одновременно Е11 начинал возвра­
щаться к исходному уровню. 

Непрерывное измерение парциального давления кислорода 
показала, что в момент остановки роста происходило небольшое 
повышение р02 . После добавления лимитирующего субстрата 
его значение возвращалось к исходному уровню. 

Если рост останавливался вследствие исчерпания в среде 
магния или кальция, то в этом случае скачок Е11 не ваблю­
дался. 

Таким образом, непрерывная регистрация Еь в периодиче­
ской и проточной культуре Е. coli, растущей на синтетической 
среде, позволила выявить скачки окислительно-восстановитель­

ного потенциала, возникавшие всякий раз при остановке роста 
бактерий вследствие исчерпания глюкозы или азота. Явление 
в данных условиях обладает абсолютной воспроизводимостью. 
МаксимаJ1ьная величина скачка ОВП, зарегистрированная нами, 
достигала 180 мв. 

Обширный материал по изменению Еь при ку.1ьтивировании 
различных видов микробов собрала И. Л. Работнова [ 1]. Лите­
ратурные и собственные данные автора показывают, что рост 
микробных культур, как правило, сопровождается изменением 
Еь. В основном эти изменения могут быть объяснены уменьше­
нием парциального давления кислорода (вследствие повышения 
плотности биомассы в неаэрируемых средах) и колебанием рН. 

Наблюдавшиеся нами скачки потенциала происходили при 
неизменном рН и не зависели от р02 . Так, известно, что ОВП, 
измеряемый платиновым электродом, при повышении р02 также 
повышается. Другими слова ми, Еь приобретает положительное 
значение. В наших опытах (см. рис. 3) увеличение р02 при 
остановке роста бактерий сопровождалось резким снижением 
ОВП в область отрицательных значений. Другое важное отли­
чие наблюдавшихся нами изменений ОВП от описанных ранее 
заключается в различии временнь1х масштабов явления. Наибо­
лее близкое к описанному нами изменение Еь в виде скачка 
обнаружил Хьювитт в культуре Z. Cysodeikticus при воздейст-
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вии на растущую культуру лизоцимом, но в большинстве опи­
санных ранее случаев [1] изменение ОВП происходило плавно 
в течение нескольких часов и даже дней. Зарегистрированное 
нами снижение потенциала длилось в течение 10 мин., общая 
длительность обратимого изменения ОВП около 1 ч. 

Обнаруженное явление представляет интерес для специали­
..стов в области физиологии и биофизики бактерий как при иссле­
довании причин, его вызывающих, так и при практическом ис­

пользовании. Применеине сравнительно простого оборудования 
для непрерывной регистрации Еь позволяет с высокой точностью 
определить момент окончания роста и перехода культуры в 

..стационарную фазу. 

ЛИТЕРАТУРА 

1. Работнова И. Л. Роль физико-химических условий (рН и rH2) в 
жизнедеятельности микроорганизмов. М.: Изд-во АН СССР, 1957. 275 с. 

2. Перт Д. С. Основы культивирования микроорганизмов и !\леток. М.: 
Мир, 1978. 332 с. 

3. Балакирева Л. М., Кантере В. М., Работнова И. Л. Определение 01\ИС­
лительно-восстановительного потенциала в культуре С. uti/is.- Микробиоло­
гия, '1971, т. 30, с. 740-745. 

4. Сборник методик по генетике микроорганизмов/Под ред. Р. К:лауса 
и У. Хейса. М.: Медицина, 1970. 248 с. 



АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИА НАУЧНЫА ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ · 1980 

А. Г. ТКАЧЕНКО, О. Н. ОКТЯБРЬСКИЙ 

ЭКОНОМИЧЕСКИА КОЭФФИЦИЕНТ УТИЛИЗАЦИИ 

CYiiCTPATA (ГЛЮКОЗЫ) В liАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЯХ 
РАЗНОА ПЛОТНОСТИ 

Дальнейшее развитие микробиологической промышленности 
во многом определяется достижением сверхскоростей роста и 
воспроизведением популяций высокой плотности. Однако еще 
далеко не все условия и особенности этих сложных и филигран­
ных процессов достаточно исследованы и описаны в литературе. 

Несмотря на отдельные успешные эксперименты, стабильное 
воспроизведение сверхплотных популяций бактерий в условиях 
производства остается пока трудно достижимой целью. 

По общему мнению, достаточный, но не избыточный поток 
субстрата с полной его утилизацией- обязательное условие 
такого процесса. Вместе с тем до сих пор нет единого мнения 
об экономическом коэффициенте (расходе субстрата на еди­
ницу веса синтезируемой биомассы) на разных фазах роста 
культур и при различных ее плотностях. 

Нами в модифицированных аппаратах АНКУМ-2 были вос­
произведены опыты с выращиванием Е. coli производственного 
штамма М-17 в минимальной синтетической среде М-9 [l]. 
состав и основные физико-химические параметры которой кон­
тролировались и коррегировались в процессе культивирования 

бактерий. На протяжении трех суток в ферментере с полезным 
объемом 1 л, циклами по 8-12 ч воспроизводились популяции 
со стабильной плотностью, равной 0,28; 0,42; 0,56; 0,72 г сухой 
биомассы в одном литре среды. При этом температурный ре· 
жим, рН среды были автоматически стабилизированы на уровне 
37 ос и 7,0. Окислительно-восстановительный потенциал среды 
остава.1ся неизменным при каждом режиме, скорость продувки 

воздуха составля.1а 0,5 л/мин и равномерный массооб~1ен под­
держива.lся одинаковой скоростью вращения мешалки, равной 
500 об/мин. Плотность биомассы контролировалась по датчику 
оптической плотности, в регулярных выемках на ФЭК-56 с пере­
счетом по предварительно построенному для этого вида бакте· 
рий калибровочному графику. Однородность культур контрою!­
ровалась периодическими высевами проб на среду Эндо. Куль-
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1- суммарный расход субстрата (глю­
козы), г/ч; 2- коэффициент расхода 
глюкозы на рост, г глюкозы/г сухой 
биомассы; 3- экономический коэффи-
циент, г сухой бно,.tассы/г глюкозы. 

"Тура росла при скорости протока :::::::< 0,5, вне лимита по калию, 
натрию, фосфору и азоту; остаточные концентрации последнего 
в сбрасываемой среде колебались в пределах 0,04-0,14 г NH4 

на 1 л среды. Подачу 1 %-го раствора глюкозы осуществляли 
в лимитирующем режиме, до отсутствия ее в вытекающей из 
ферментера среде. Расход глюкозы автоматически регистри­
ровали. 

При такой постановке опыта определение экономического 
коэффициента сводилось к ряду простых арифметических рас­
четов. 

П р и м ер. Первый этап охватывал первые 11 ч опыта. 
В этот период плотность культуры по ФЭКу колебалась в пре­
делах 1,01-1,05 при М= 1,03. При коэффициенте перевода в 
сухую биомассу, равном 0,7, концентрация биомассы составляла 
1,03Х0,7=0,72 г сухого веса на 1 л культуры. Суммарный 
расход глюкозы на поддержание и рост культуры составил 

8054 имп, что при разовой дозе 0,25 мл равнялось 1233 м·л. 
Исходя из 1 % -й концентрации раствора глюкозы, ее суммарный 
расход за 10 ч составил 12,33 г или 1,23 г/ч. Учи~шая высокую 
физиологическую активность культуры, умеренную ее концен­
'Трацию и J.t=0,474 ч- 1 , можно полагать, что основной расход 
субстрата должен быть отнесен на рост, а не на поддержание 
культуры. Общий прирост биомассы составил 0,474 ч- 1 , что 
при плотности ее 0,72 г/л равно 0,341 г. Отсюда коэффициент 
ути:1изации глюкозы на рост У* равен 3,407 г на 1 г сухой 

биомассы, а экономический коэффициент ( .2. ) составил 0,277 г 
Jl 

сухой биомассы на 1 г глюкозы. Таким же образом рассчнты­
вались эти показатели и для других стационарных режимов 

с шютностями биомассы 0,56; 0,42 и 0,28 г сухой биомассы 
в 1 л среды (см. рисунок). 

Анализ результатов, отраженных на рисунке, убеждает в 
том, что суммарный расход глюкозы на рост и поддержание 
кулюуры находится в прямой завиенмости от плотности бакте-

* Условные обозначения коэффициентов приняты по :v~онографни Н. С. Пс­
чурю!на, И. А. Терскова [2]. 
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риальных популяций. Аналогичным образом меняется расход 
глюкозы на синтез единицы биомассы. Естественно, что в обрат­
но пропорциональной зависимости к расходу глюкозы нахо­
дится показатель экономического коэффициента, отражающий 
синтез сухого белка на 1 г субстрата (глюкозы). 

1 
Два последних показателя (У и - ) заставляют высказать 

у 

обоснованное заключение о том, что расход субстрата на син­
тез единицы биомассы в популяциях разной плотности неоди­
наков; он ниже при малой концентрации бактерий и значительно 
выше для популяций с высокой плотностью. Наблюдаемая раз­
ница может быть объяснена реализацией клетками различных, 
более и менее экономичных, путей метаболизма, что, в част­
ности, может определяться неодинаковой концентрацией раство­
ренного кислорода и накоплением в среде аутометаболитов, 
вызывающих кооперативные сдвиги в ферментных системах 
клеток [3-5). 
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Р. А. ПШЕНИЧНОВ, В. М. КОЛОТОВ, О. В. СЫСОЕВ 

ВЛИЯНИЕ КОРРЕКЦИИ ПИТАТЕЛЬНОМ СРЕДЫ 

НА РАЗВИТИЕ ПОПУЛЯЦИИ ESCHER!CНIA COL/ М-17 
Н ПЕРЕСТРОМКУ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ 

ЭНЕРГОО&ЕСПЕЧНВАЮЩНХ ПРОЦЕССОВ 

Известно, что рост микробной популяции при периоднческо~1 
культивировании сопровождается изменением среды обитания: 
исчерпаннем питательных и энергетических источников, накоп­

лением в среде продуктов метаболизма и аутолиза клеток, сдви­
гом окислительно-восстановительного потенциала и величины 

рН [1]. Влияние таких неспецифических факторов среды оби­
тания ведет к снижению скорости роста бактериальных культур 
и существенным метаболическим перестройкам. 

Однако регуляция развития бактериальных попу.1яций пере­
численными общими факторами существует, по-видимому, одно­
временно со специальной системой контроля роста [2, 3]. Про­
дуцируемые клетками на определенных фазах развития экстра­
uеллюлярные метаболические «сигналы» оказывают выраженное 
действие на скорость размножения и физиологическое состояние 
клеток. Это проявляется, в частности, в определенных фазовых 
перестройках внутрик.r1еточных ферментных систем, связанных 
с генерацией энергии [4, 5]. 

Существенный интерес представляет изучение скорости раз­
вития и биохимических перестроек бактериальной культуры, 
определяемых действием специфических регуляторных аутоме­
табо.'lитов, без влияния изменений общих факторов среды. 
С этой целью нами были проведены предварительные экспери.­
менты по изучению развития и активности ферментативных 
систем, ответственных за образование энергии, на разных эта­
пах роста культуры Е. coli М-17 в условиях некоррегируемой 
н коррегируемой по основным параметрам среды обитания. 

Культуру Е. coli штамм Л'\-17 выращивали в периодиче­
ском режиме в аппарате ку.1ьтивирования микроорганизмов 

«АНКУМ-2» (СКБ БП АН СССР, г. Пущино-на-Оке). Для 
культивирования использова:т глюкозо-солевую среду М-9 
[6]. Простота состава среды позволяла легко контролировать 
и коррегировать ее отдельные компоненты. 
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Опыт проводили в двух вариантах: в первом культивирова­
ние проводили без коррекции среды, но с регистрацией дина­
мики с.педующих параметров: а) уровня глюкозы в среде, 
б) рН, в) доли растворенного в среде кислорода, г) еН, д) опти­
ческой плотности культуры, е) концентрации клеток; во второ~ 
проводили оперативную коррекцию среды по указанным пара­

метрам (за исключением еН и оптической плотности). При этом 
концентрацию глюкозы поддерживали на исходном уровне; 

рН - на уровне 7,0; уровень насыщения кисJюродом среды-
90 %. Этот вариант позволил в основном исключить влияние 
несnецифических факторов среды на развитие культуры. 

Концентрацию глюкозы в среде определяли по методу Рай­
циса и Устиновой с о-толуидиновым реактивом [7]. Концентрl!­
цию клеток определяли через каждый час подсчетом в камере 
Горяева по общепринятой методике. Начальная концентрация 
клеток во всех опытах составляла 100 млн/мл, объем среды 
в ферментере- 2,0 л. 

При каждом способе культивирования на экспоненциональ­
ной, стационарной фазах и фазе отмирания проводили выемки 
культуральной жидкости объемом 500 мл для последующего 
биохимического изучения. Клетки осаждали центрифугирова­
нием при 2500 g в течение 30 мин, промывали 0,85 %-м раство­
ром NaC! и разрушали растиранием с кварцевым песком. 
Экстракцию белков проводили на холоде 0,85 %-м раствором 
NaCJ, содержащим 0,1 %-ный раствор тритона Х-100. Экстракты 
отделяли от остатков клеток центрифугированием при 4500 g 
на ЦЛР-1 в течение 30 мин. В надосадочной жидкости спектро­
фотометрическим методом на приборе UV VIS Specord опре­
деляли активность гексокиназы (Гк) [8], лактатдегидрогеназы 
(ЛДf) [9], малатдегидрогеназы (МДГ) [ 10] и сукцинатдеги­
дроrеназы (СДГ) [11]. В качестве контроля во всех случаях 
использовали реакционную смесь без соответствующего суб­
страта. Активность ферментов рассчитывали на 1 мг белка 
экстрактов. Белок в экстрактах определяли по Лоури [ 12] . 

Динамика роста культуры Е. coli М-17 и изменения пара­
метров среды в каждом варианте опыта представлены на рис. 1. 

Рост культуры на некоррегируемой среде (см. рис. 1, а) 
~овпадал с обычной S-образной кривой. Максимум численности 
достига.пся к шести часам и не превышал· 1,9 млрд/мл. Наступ­
.'1еиие стационарной фазы совпадало с падением содержания 
глюкозы в среде до нулевого уровня. 

Рост Е. coli М-17 в условиях коррекции среды в целом так­
же описьшалея S-образной кривой (см. рис. 1, 6). Однако кине­
тика роста культуры имела другой характер. Максимальная 
удельная скорость роста (расчет по оптической плотности куль­
туральной жидкости) возрастала в три раза, максимальная 
концентрация клеток равнялась 4 млрд/мл, т. е. увеличивалась 
в 2,1 раза. Интересно оп1еппь, что сдвнги е Н бы.1и гораздо 
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Рис. 1. Динамика развития Е. coli М-17 в кDнтролируемой среде 
М-9: в некоррегируемой (а) и коррегируемой (б). 

1- КОIЩС!Iтрация микроорганизмов. 2- nлотность по ДОПу. 3- J.L по 
ДОПу, 4- глюкоза, 5--11 no чисдеiii!Ости. 6- Еь • 7- рН, 8- рО,. 

9- аэрация. 



Рис. 2. Активность Гк, ЛДГ, МДГ и СДГ в клеточных экстрактах 
культуры Е. coli М-17, развивавшейся на среде М-9 без коррекции (а) 

и с коррекцией (6) среды. 
/-Гк. 2-ЛДГ, 3-МДГ, 4-СДГ. 

Активность СДГ выражали в мкМ · 10-' S/мин · мг белка. 

менее значительны, что связано, по-видимому, с поддержанием 

кислорода на постоянном уровне. Закисление среды бы.по про­
порцианальна скорости роста культуры, на что указывал объем 
щелочи, расходуемой на коррекцию рН. 

Результаты определения ферментативной активности пред­
ставлены на рис. 2. 

При анализе результатов, полученных в каждом варианте 
опыта, обращают на себя внимание различия в активности фер­
ментов в зависимости от фазы роста культуры. Активность 
всех изученных ферментов снижалась при переходе к последую­
щей фазе развития. Так, по сравнению с лог-фазой в фазе от­
мирания активность Гк и ЛДГ при некоррегируемом росте куль­
туры падала в 2,1 и 1,5 раза соответственно, а в случае кор­
рекции среды- в 2,5 и в 2,3 раза. 

Аналогично этому активность МДГ и СДГ в первом случае 
уменьшалась в 10,1 и в 2,6 раза; в 5,7 и в 2,9 раза- во втором. 
В последнем случае выявлена также более высокая активность 
всех изученных ферментов, особенно МДГ и СДГ, что, веро­
ятно, связано с усилением окислительного превращения пиру­

вата. Такое повышение активности ферментов совпадает с рез­
ким увеличением удельной скорости роста при коррекции среды 

и. в определенной степени зависит от повышенного уровня глю­
козы и растворенного в среде кислорода. 

Изучение динамики активности систем, связанных с гене­
рацией энергии, показала, что в каждом из опытов обнаружи­
вается тенденция к снижению ро.тш дыхательных ферментов 
(МДГ и СДГ) и соответственно к возрастанию вклада глико­
.'!иза в энергетику клетки по мере развития культуры. Об этом, 
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Динамика со:пношений активности ферментов в экстрактах 
культуры Е. coll М-17 

Условия культивирования Лог-фаза 1 
Ста•tионарная 1 Фаза отмирания 

фаза 

Без коррекции 
С коррекцией . 

Без коррекции 
С коррекци~й . 

А к т и в н о с т ь ЛДГ /а к т и в н о с т ь Г к 

0,85 
0,66 

0,89 
0,65 

А к т и в н о с т ь ЛДГ 1 а к г и в н о с т ь МДГ 

2,68 
1,29 

5,33 
1,46 

1, 17 
0,72 

17,62 
3,20 

в частности, свидетельствует динамика соотношений: активносп. 
ЛДГ/активность Гк и активность ЛДГ/активность МДГ (см. таб­
лицу). В каждом из вариантов к фазе отмирания возрастала 
степень завершенности гликолиза. 

Анализ представленных материалов показывает, что фаза­
вость развития микробной популяции в условиях периодического 
культивирования не является следствием влияния только общих 
факторов среды обитания. Изменения этих факторов или их 
коррекция могут внести лишь количественные поправки в дина­

мику роста микробов. Отсюда вытекает вывод о наличии иных 
причин, определяющих этот процесс. Ими могут быть, с одной 
стороны, продукты метаболизма и клеточного распада, а с дру­
гой,- существование специфической аутаметаболической си­
стемы регуляции развития микробной популяции. 

Характерным свойством развивающихся бактериальных куль­
тур является, по-видимому, фазовая смена активности некото­
рых ферментных систем. При этом (независимо от условий 
культивирования) на поздних этапах роста культуры возрас­
тает вклад гликолиза в энергообеспечение микробных клеток. 
Естественно допустить, что такая перестройка энергетических 
процессов может быть связана с действием аутаметаболической 
системы регуляции развития культуры. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИR НАУЧНЬIR ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ · 1980 

Ю. Ф. МАСЛОВ, Н. Н. КУЗНЕЦОВА, В. П. КОРОБОВ 

ФОРМИРОВАНИЕ АМИНОКИСЛОТНОГО ФОНА СРЕДЫ 

ПРИ РАЗВИТИИ ПОПУЛЯЦИИ ESCHER!CHIA COLI М·17 
НА ПОЛНОЦЕННОЙ И СИНТЕТИЧЕСКОй ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕДАХ 

Рассмотрение усредненных кривых роста микробных куль­
тур в периодических условиях позволяет характеризовать от­

дельные этапы развития бактериальных популяций как коопе­
ративные процессы, охватывающие в определенные периоды 

времени большую часть к.ТJеток. Следствие таких кооператив­
ных сдвигов- резкое увеличение скорости развития культуры 

при переходе от стадии скрытого развития к логарифмическому 
росту и значительное снижение количества микроорганизмов в 

стадии отмирания. 

Развитие кооперативных процессов в биологических систе­
мах обусловлено появлением в среде каких-то информативных 
сигналов, индуцирующих тот или иной фазовый переход [1]. 
Сигналами, выполняющими подобную функцию в бактериаль­
ной культуре, могут быть продуцируемые в среду метаболиты, 
обладающие, по данным Р. А. Пшеничнова с соавторами [2, 3], 
специфическим регуляторным действием. Первые наблюдения 
указывают на пептидную природу этих соединений [4]. В то 
же время имеются данные о том, что некоторые аминокислоты 

и низкомолекулярные пептиды [5] среды обитания бактерий 
также могут обладать действием, контролирующим развитие 
популяции микроорганизмов. 

Формирование определенного аминокислотного фона среды 
обитания, возможно, является одним из звеньев системы регу­
ляции развития популяции микроорганизмов. Отсюда изучение 
внеклеточного пула аминокислот на разных фазах развития 
бактериальной культуры представляет интерес как для выясне­
ния механизмов функционирования регуляторных систем, так и 
для разработки подходов к направленному воздействию на раз­
витие бактериальных популяций путем соответствующей кор­
рекции питательных сред. 

Нами проведено изучение аминокислотного фона среды оби­
тания при выращивании микроорганизмов на разных средах­

полноценной (МПБ) и синтетической (М-9) -и предпринята 
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экспериментальная оценка влияния искусственно создаваемо­

го фона аминокислот на интенсивность развития микробной 
популяции. 

Исследования проводили на прототрофном штамме Е. coli 
М-17, используемом в Пермском НИИ вакцин и сывороток для 
производства колибактерина. Для засева на МПБ использова­
ли суточную культуру в дозе 25 млн/мл; для засева на М-9 [6] 
использовали культуру, дважды пассированную через эту среду; 

засевная доза 100 млн/мн. Объем среды 0,5 л. Бактерии выра­
щивали в конических колбах без аэрации при температуре 37 °С. 

Рост бактерий контролировали путем подсчета числа клеток 
в фазовом контрасте в камере Горяева. При выходе культуры 
на определенные фазы развития (лаг-, лог-, стационарную, 
отмирания) отбирали пробы и фильтровали через мембранные 
фильтры «Synpoг» фирмы «Chamapol» с диаметра~ пор 
О, 17 м к. Белки фильтратов осаждали 70% -м этанолом. 

Содержание аминокислот в безбелковых фильтратах опреде­
ляли двумя методами. Использовали ионаобменную тонкослой­
ную хроматографию в фиксированном слое катионита «Фикси­
он» (ВНР). На предварительно уравновешенную в цитратнам 
буфере (рН 3,28) ионаобменную пластину наносили пробы и 
смесь свидетелей аминокислот. Разгонку проводили в 0,4 М Nа­
цитратном буфере (рН 3,3). Пятна аминокислот проявляли нин­
гидриновым реактивом с последующим выдерживанием пластин 

в темноте при комнатной температуре в течение суток. Для коли­
чественной оценки хроматаграммы переснимали на сверхкон­
трастные фотопластинки (светочувствительность 5,5 ед.) и ска­
нировали на м икрафотометре Y-II (1\арл Цейс; Г ДР). 

Кроме того, содержание аминокислот изучали на автомати­
ческом анализаторе ААА-881 «Mikrotechna» (ЧССР). Образ­
цы проб в этом случае концентрировали на вакуумном испари­

теле «Rotadest» (ВНР). 
Разделение кислых и нейтральных аминокислот проводили 

на колонке 8 Х 620 мм в 0,38N Li-цитратном буфере (рН 2,8 и 
4,15) при температуре 50°С. Основные аминокислоты разделя­
ли в колонке 8Х270 мм в 0,38N Nа-цитратном буфере (рН 4,26 
и 5,28) при температуре 30 °С. 

Концентрацию отдельных аминокислот рассчитывали по 
площадям пиков хроматоденситограмм соответствующих амино­

кислот контрольной смеси известной концентрации и образца 
[7) . 

Развитие культуры Е. coli М-17 на МПБ сопровождается 
характерным изменением содержания свободных аминокислот 
в среде (табл. 1). На первых этапах роста в культуральной 
жидкости обнаруживается до 13 амИнокислот, концентрация 
которых, однако, значительно варьирует. По мере развития по­
пуляции большая часть аминокислот интенсивно поглощается 

клетками вплоть до полного исчезновения метионина, серина 
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Таблица 

Соде;>жание аминокислот в фильтратах МПБ по фазам 
роста популяции Е. coll М-17*, мкМ/мл 

Фаза развития бактериальной ку:~ьтуры 

Аминокнелота 
Начало лог­

фазы Лог-фаза Ста \IЮнарная 

Аспарагинt>пая 
Лейцин . . 
ПроJiин .... 
Тирозин 
а-аминомас.1яная 
Триотофан 
Аланин -
Гнетидин 
Орнитин 
Лизин 
Сери н 
Арrинин 
Метионин. 

6,20 
30,90 
0,95 
2,28 
2,79 
0,33 

12,48 
63, 7(i 
0,81 

60,81 
О, 13 
9,70 
2,05 

3,10 
1!:1.68 
0,85 
1,80 
1,92 
О, 11 

21,48 
83,90 

1' 10 
58,20 

8,11 

• Содt>ржания аминокислот изуча.•и на приборе ААА-881. 

0,35 
10,60 
0,44 
1,23 
1.50 
0,09 

13,20 
94,24 
17,90 
64,40 

Таблица 2 

Содеj)жание аминокислот в культуральной жидкости 
Е. coll М-17 при развитии на среде М-9*, мкМ/мл 

Фаза _развития бактериальной культуры•• 

Амн1-1окислота 
Начало Стационар· 

1 
лог-фазы Лог-фаза 

на я 
Отмирания 

Аргинин . 0,63 0,56 0,44 
Лизин . 0,74 0,42 0,25 
Гнетидин 0,75 0,56 0,49 
Фенилаланин 0,74 0,60 0,48 
Тирозин • 0,66 0,54 0,46 
Лейцин 0,84 0,48 0,45 
Изолейцин 1, 17 0,60 0,47 
Метиони н 0,84 0,52 0,44 
Валин . 0,76 0,50 0,48 
а-аминомас.•Jя.ная . 0,76 0,49 0,39 
Аланин 0,78 0,60 0.52 
Цистин 0,62 0,26 О, 19 
Глутаминовая 0,44 О, 17 О, 13 
С--ерин . 0,51 
Аспарш инован . 0,60 0,30 0,28 

• Содержание аминокислот изучали путем тонкослойной хроматаграфин на 
сФИ:КСИОН-50Х8•. 

О, 18 
0,49 
0,43 
0,39 
0,45 
0,42 
0,38 
0,40 
0,32 
0,52 

0,26 

• • !(оН!(ентраi\ИЯ всех аминокнелот в начале лог-фазы С·jставля.1а 1, 2 5 мкМfмл. 



Таб,lиЦа 3 

Аминокислоты культуральной жидкости при развитии 
популяции Е. coli на синтетической среде М-9 

<J·аза развития бактериальн,,й культуры 

Аминокислота 
Начало Стацио· 

Гнетидин 
Лейцин 
Аланин 
lреонин 

лог-фазы 

+* 
+ 

Лог-фаза 
нарная 

+ 1 ., 
+ + 
+ 1 

+ + 

• Знак <+> означает наличие, а знак (-)-отсутствие аминокислоты. 

Отмирания 

+ 
_]_ 

1 

+ 
+ 

и аргинина. в·месте с тем, концентрация некоторых аминокис­
лот (гистидина, лизина, лейцина, аланина) на всех фазах раз-· 
вития культуры сохраняется на относительно высоком и доста­

точно постоянном (лизин) уровне, а содержание гнетидина не­
прерывно возрастает. 

Учитывая прототрофность штамма, можно предположить, что 
развитие популяции в условиях полноценной среды сопровож­
дается формированием определенного аминокислотного окру­
жения клеток, необходимого, по-видимому, для интенсивного 
развития бактериальной культуры. Это подтверждают резуль­
таты изучения поглощения клетками аминокислот при внесе­

нии последних в среду М-9 одновременно с инокулятом бакте­
рий (табл. 2). 

Сопоставление данных табл. 2 и табл. 1 позволяет провести 
аналогичное разделение аминокислот на группы по картине из­

менения их концентрации в среде. Важно отметить, что в дан­
ном случае выделяется группа аминокислот (гистидин, лейцин, 
аланин), уровень которых после частичного поглощения в тече­
ние длительного периода развития популяции остается практи­

чески постоянным. Возможно, этим аминокислотам принадле­
жит какая-то особая роль в поддержании развития бактериаль­
ной культуры. 

В связи с этим весьма интересны результаты следующего 
эксперимента, в ходе которого изучено выделение клетками 

аминокислот в среду при культивировании Е. coli М-17 на син­
тетической среде М-9 с глюкозой как единственным источни­
ком углерода. Как следует из данных табл. 3, бактерии проду­
uируют в среду четыре аминокислоты. Очень низкая концен­
трация этих соединений позволила провести лишь качествен­
ную характеристику спектра внеклеточных аминокислот. При 
этом обнаружено, что при переходе в фазу логарифмического 
роста в среде появляются гнетидин и лейцин, а к концу лог-
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Динамика развития культуры Е. coli 
М-17 на синтетической среде М-9 
(средние значения по трем опытам). 
1 - контроль; 2- среда М-9, обогащенная 
гистидином, лейцнном, а.панином и треони-

ном. 

~~~~~~~~~~-L~-- фазы и на стационарной ста-
'1 8 12 16 20 21J 2d дин в среде обнаруживаются 

DpeiiЯ инк,qrfации. v 
также алании и треонин. 

Так как развитие культуры 
происходит в синтетической «голодной» среде, маловероятно 
предполагать в этих условиях проявление феномена «сверхсИ:н­
теза» аминокислот. Выделение в среду этих соединений, по-ви­
димому, отражает наличие каких-то внутрипопуляционных ме­

ханизмов, обеспечивающих оптимальное развитие бактерналь­
нон популяции на соответствующем этапе роста. 

Результатами описанных опытов является выделение группы 
аминокислот, наличие I<Оторых вне клеток как в условиях пол­

ноценной, так и «голодной» среды, по-видимому, необходимо 
для развития популяции Е. coli М-17. 

В связи с этим казалось целесообразным использовать имен­
но эти аминокислоты для интенсификации роста Е. coli М-17 
на синтетической среде. Действительно, одновременное внесе­
ние в среду М-9 гистидина, аланина и треонина в концентрациях, 
близких к обнаруженным в приведеиных опытах, значительно 
сокращает время адаптации культуры и выход ее n фазу экс­
nоненциального роста (см рисунок). 

Таким образом, значение аминокислотного фона внеклеточ­
ной среды для развития Е. coli М-17 наглядно демонстрируется 
результатами проведеиных экспериментов. Возможно, наличие 
определенного спектра аминокислот среды необходимо для оп­
тимального развития сообщества микроорганизмов. Однако 
это требует дальнейшего изучения проблемы с целью выявле­
ния уровня специфичности спектра и его роли в реализации 
механизмов саморегуляции развития бактериальнойпопуляции. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИй НАУЧНЫй ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ · 1980 

А. А. ШЕСТАКОВА 

ВЗАИМОСВЯЗЬ ФЕРМЕНТОВ ОБМЕНА 

МАКРОЭРГИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИй С ВНУТРИКЛЕТОЧНЫМ УРОВНЕМ 

ДНК И РНК ПРИ РАЗВИТИИ БАКТЕРИАЛЬНОй ПОПУЛЯЦИИ 

Проблема регуляции развития популяций высших орг:.шиз­
мов широко освещена в трудах С. С. Шварца [1]. Особое зна­
чение в регуляции численности популяций отводится в этих ра­
ботах специфическим метаболитам. Для микроорганизмов на­
личие таких систем регуляции показано в работах ряда авторов 
[2-4], которые рассматривают микробную популяцию как си­
стему, обладающую элементами функциональной организации. 
Саморегуляция численности такой системы осуществляется, по­
видимому, соединениями, экскретируемыми в среду обитания .. 

В связи с этим возникает вопрос о путях реализации дейст­
вия этих регуляторных факторов. Можно предположить, что их 
влияние направJiено на контроль жизненно важных реакций. 
обеспечивающих энергией основные биосинтетические процес­
сы- синтез нуклеиновых кислот, белков и других биополиме­
ров бактериальной клетки. Энергообеспеченность этих процес­
сов зависит от уровня внутриклеточных макроэргичес1шх соеди­

нений. 
В последнее время в микробных клетках наряду с АТФ важ­

ная роль отводится полифосфатам как источнику легкоутилизи­
руемой энергии, в частности пирофосфату, необратимый Пiдро­
лиз которого сопровождается выделением энергии, эквивалент­

ной запасу энергии макроэргической связи АТФ. 
В 1957 г. Гофман-Остенгоф, а затем в 1962 г. Корнберг 

(цит. по И. С. Кулаеву [5]) выдвинули гипотезу с том, что пи­
рофосфат является побочным продуктом реакций пирофосфоро­
лиза, протекающих при биосинтезе нуклеиновых кислот, бел­
ков, полисахаридов, липидов и т. д. Эти реакции в клетке сдви­
нуты в сторону синтеза указанных соедин.ений благодаря гидро­
лизу выделяющегося пирафосфата - неорганической пирофос­
фатазой. Энергия связи пирафосфата- простейшего энергети­
ческого донора- трансформируется в электрический потен­
циал мембран и может быть использована в метабо:шческих 
процессах [5, 6]. 
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В ряде организмов открыт синтез пирофосфата, специфиче­
ски связанный с системой переноса электронов n дыхательной 
цепи. Пирафосфатаза в этих условиях, по-видимому, играет 
голь одного из ключевых ферментов в синтезе А ТФ [6] . 

И. С. Кулаев [7] предложил следующую схему утилизации 
с,нергии пирафосфата при синтезе АТФ: 

А·-········-~---·······-В i t 
х у 

Пирафосфатаза ! t ....._ ! i 
Пирафосфат А ТФ 

АТФ-аза 

На схеме показав процесс переноса запаса энергии фосфо­
~шгидридной связи пирофосфата, но не остатка фосфорной кис­
лоты. Включение неорганического фосфата среды идет в при­
сутствии АДФ и АТФ-азы, что приводит к синтезу АТФ. Такое 
образование АТФ (за счет пирофосфатазы) не зависит от элект­
ронтранспортной цепи. 

Пред.11агаются [8] следующие два способа выведения из 
реакцци образовавшегося пирофосфата: 1) гидролиз пирафос­
фат а; 2) использование пирафосфата для синтеза высокомоле­
I-\улярных полифосфатов. Как вероятность второго из назван­
ных способов, И. С. Кулаевым с сотрудниками [9] предложена 
схема сопряжения биосинтеза РНК, ДНК и полифосфатов че~ 
рез промежуточное образование пирофосфата. Авторы не ис­
ключают, что синтез полифосфатов из пирафосфата может про­
исходить за счет фосфотрансферазной реакции, осуществляемой 
пирофосфатазой. 

В связи со всем сказанным представлялось целесообразным 
проследить взаимосвязь содержания ДНК и РНК с активно­
стью функционально связанных с синтезом этих соединений 
ферментов- пирафосфатазы и аденозинтрифосфатазы на раз­
ных фазах развития популяции Е. coli. 

Для работы использовали суточную культуру Е. coli М-17, 
которую выращивали на мясо-пептонном бульоне (МПБ) и 
глюкозо-минимальной среде (М-9) в колбах емкостью 800 мл 
при 37 ос. Засевная доза на МПБ составляла 25 млнjмл, на 
среде М-9- 100 млнjмл. Культуру исследовали на фазах скры­
того развития (лаг-фаза), экспоненциального роста (лог-фаза), 
стационарной и фазе отмирания. 

Для определения активности ферментов культуру, взятую 
на определенной стадии развития, центрифугировали, клетки 
промывали 0,85 %-м раствором NaCI и растирали с кварцев:Ь1м 
песком. Полученный белковый Э!{стракт (содержание белка оп­
ределяли по Лоури [ 1 О] ) добавляли к соответствующей инку· 
бационной среде. Состав среды для определения активно-
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Динамика активносrи пирофосфатазы и аденозинтрифосфатазы 
в клетках Е. coli при различных условиях роста, мкг фосфора/мr белка 

Фаза развития бактериальной культуры 

Фермент Среда 

1 1 1 
лаг-фаза лог-фаза 

стацно· 

нарная отмирания 

ПФ-аза Бульон 12,0±1,4 47,6±5,4 12.6±3,8 9,8±0,6 
М-9 4,4±0,3 13, 1±0,7 54,1 ±2,6 10,5± 3,0 

АТФ-аза Бульон 10,6±0,8 15,5±3,3 10,0±3, 7 9,4± 1 ,Z 
М-9 15,6±3,5 13,2±0,3 32,2±2,0 15,5±3.1 

сти ПФ-азы и А ТФ-азы был в основном одинаковым [9] : 0,5 М 
трис-буфер, рН 7,2; 0,05 М MgCl2; только в первом случае среда 
содержала 2,2Х 10-6 М натрий пирофосфорнокислый, а во вто­
ром- 8Х 10-6 М АТФ. Пробы выдерживали в течение 30 мин 
при 37 °С. Активность ферментов определяли по нарастанию 
содержания неорганического фосфора в пробах, количество ко­
торого определяли по методу Скулачева [11]. 

Для количественного определения ДНК и РНК культуру 
центрифугировали, клетки промывали 0,85 %-м раствором N аС\. 
Содержание ДНК и РНК изучали методом Шмидта- Та игау­
зера в модификации А. И. Коротяева и Т. П. Кроличенко [ 12]. 

В результате опытов установлено, что активность ПФ-азы и 
АТФ-азы меняется в зависимости от стадий развития культуры 
(см. таблицу и рисунок). Активность увеличивается от лаг­
фазы и достигает максимума на лог-фазе при росте Е. coli на 
бульоне, а на среде М-9 максимум активности ферментов при­
ходится на стационарную фазу. Опережение максимума актив­
ности ферментов на бульоне объясняется, по-видимому, интен­
сификацией всех клеточных процессов на богатой питательной 
среде, позволяющей удвоить биомассу клетки за более корот­
кий срок по сравнению со средой М-9. После достижения мак­
симума активность ферментов снижается и на стадии отмира­
ния достигает значения, которое было отмечено на лаг-фазе. 

При культивировании Е. coli на бульоне минимальное зна­
чение ПФ-азы на лаг-фазе и максимальное на лог-фазе соот­
ветствует литературным данным [5], согласно которым интен­
сивному синтезу биомассы Е. coli предшествует накопление по­
лифосфатов; с началом же активного роста культуры наблюда­
ется потребление этих макроэргических фосфорных соединений 
с участием ПФ-азы. Максимальная активность ПФ-азы во всех 
случаях сопоставима с активностью АТФ-азы. Это свидетельст­
вует о важной биологической роли ПФ-азы, которая у микроор­
ганизмов участвует в широком круге реакций. 

Содержание ДНК независимо от среды культивирования 
снижается по мере развития культуры (см. рисунок). Содер-
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1- рост кудьтуры (квадратами покаэано время взятия проб), 2- PHI(, 3- ДНIС. 

жание РНК более динамично меняется при росте Е. coli на 
бульоне, когда от лаг-фазы к лог-фазе оно стремительно пада­
ет (клетки начинают интенсивно делиться), затем к стацио­
нарной фазе быстро растет и к фазе отмирания снижается до 
уровня РНК на лог-фазе. На среде М-9 содержание РНК резко 
снижается от стадии к стадии и на фазе отмирания достигает 
минимального значения. При сравнении активности ПФ-азы с 
содержанием РНК можно отметить, что при достижении макси­
мума ПФ-азой на бульоне содержание РНК падает, а когда ак­
тnвность ПФ-азы снижается, то содержание РНК повышается. 
На среде М-9 максимум активности ПФ-азы также соответст­
вует снижению содержания РНК. 

Таким образом, на основании полученных эксперименталь­
ных данных можно сделать вывод о взаимосвязи содержания 

нуклеиновых кислот с активностью ПФ-азы и АТФ-азы. Нали­
чие такой взаимосвязи, по-видимому, жизненно важно для су­
ществования микроорганизмов, поскольку она проявляется в 

различных условиях развития бактериальной популяции. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИМ НАУЧНЫА ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ · 1980 

В. П.КОРОБОВ,А.А.ЧУДИНОВ 

ДИНАМИКА СОДЕРЖАНИЯ ПОЛНАМИНОВ 

ПРИ ФАЗОВОМ РАЗВИТИИ &АКТЕРНАЛЬНОА КУЛЬТУРЫ 

ESCHER!CНIA COLI M-t7 

Полиамины-продукты превращений аминокислот- при­
сутствуют во всех клетках животных, растений и микроорганиз­
мов. В бактериях наиболее часто обнаруживаются путресцин 
(ПТ), спермин (СМ), спермидии (СД) и кадаверин (КД). 

Биологическая роль этих соединений была впервые пока­
зава Хербетам и Суэллом [1], которые обнаружили зависи­
мость роста Hemophillus parainfluenzae от уровня полиаминов, 
в частности путресцина. Участие полиаминов в регуляции роста 
показано и для других бактерий [2]. Однако, несмотря на ши· 
рокое распространение и довольно высокую внутриклеточную 

концентрацию, достигающую 15 мкмоль на 1 г сырого веса у 
Е. coli [3], физиологическая роль этих соединений полностью не 
выяснена. 

Имеющиеся в литературе данные позволяют предполагать 
регуляторное действие полиаминов на уровнях транскрипции и 
трансляции, по-видимому, за счет изменения заряда и конфор­
мации нуклеиновых кислот, что отражается на стабильности и 
биологических функциях ДНК и РНК [4-7]. Содержание 
нуклеиновых кислот в клетках определяется фазой клеточного 
цикла, уровнем репаратинных процессов и характером функ­
циональной деятельности [8]. Известны значительные измене­
ния внутриклеточного уровня ДНК и РНК при фазовом раз­
витии бактериальных популяций [9, 1 О]. 

В этой связи представляет интерес изучение содержания в 
клетках биологически активных полиаминов в динамике раз­
вития бактериальной культуры. 

Работа проведена на культуре Escherichia coli М-17, раз­
вивающейся на синтетической среде М-9. Инокулят бактерий 
логарифмической стадии роста вносили во флаконы с 400 мл 
среды и инкубировали при 37 °С. Засевнан доза составля.rrа 
100 млн/мл. Для определения внутриклеточного содержания 
полиаминов аликвоты культуры отбирали ·на. стадии экспонен­
циального роста и фазах стабилизации и снижения численно-
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Рис. 1. Динамика внутриклеточного содер· 
жания полиаминов бактериальной культуры 

Е. coli. 
1- nутресцин; 2- кадавернн; 

4- сnермин. 
3- спсрмидин; 

cmaf4. от11цр. сти клеток. Полученную бактериаль-
Фа.т роста ную массу дважды отмывали физио-

логическим раствором от питатель­

ной среды при 6000 g в течение 
45 мин. Клетки суспендировали в 0,3 мл 0,4 N хлорной кислоты 
и разр·ушали ультразвуком при температуре О ос в течение 
30 мин при частоте 22 кГц и мощности 0,5 кВт на дезинтеграторе 
У3ДН-2. 

Полученную суспензию прогревали в водяной бане при 80 °С 
для осаждения белков. Экстракт отделяли центрифугированием 
при 8000 g в течение 30 мин и доводили до щелочной реакции 
среды (рН-9) бикарбонатом натрия. Диапазон рН 8,5-9,5 
является оптимальным для реакции дансилирования [ 11, 
с. 75-84]. К 01, мл экстракта добавляли 0,1 мл дансилхлорида 
( 10,63 мкмоль/мл) . Реакцию проводили в темноте в течение 
2 ч при 37 ос, т. е. условиях максимального выхода продуктов 
дансилирования. Дансилпроизводные полиаминов экстрагиро­
вали бензолом (0,2 мл) при встряхивании на шюттель-аппа­
рате в течение 2 ч. Бензольный экстракт ( 4 м кл) наносили на 
стеклянную пластину размером 20Х 1 О см с тонким слоем 
кизельгеля фирмы «Merck» (3 г носителя на пластину). Одно­
временно на пластину наносили образцы и смесь стандартных 
препаратов полиаминов. В качестве метчиков использовалн 
спермин· 4НС1, путресцин · 2НС1, спермиди н· 3НС1, кадаве­
рин ·2НС1, предоставленные нам В. 3. Горкиным. 

Разделение полиаминов проводили троекратно в системе 
бензол- триэтиламин ( 100: 20 v/v). Пластинки сушили на воз­
духе при комнатной температуре, дансилпроизводные полиами­
нов обнаруживали в ультрафиолетовом свете в хроматоекопе 
по флуоресценции пятен. Идентификацию полиаминов в пробе 
проводили по свидетелям полиаминов. Хроматаграммы фото­
графировали в ультрафиолете на пленку «Микрат-200» через 
зеленый светофильтр. 

Содержание полиаминов рассчитывали после денситометри­
рования негативов на микрофотометре Y-II (фирма «Карл 
Цейсс», ГДР) и оценки площадей ликов по калибровочным 
графикам, построенным для каждого препарата полиамина 
после проводки по всей экспериментальной процедуре. 

В клетках Е. coli М-17, растущей на синтетической среде 
М-9, обнаружено несколько соединений, дансилпроизводные 
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Рис. 2. Идентификация поли­
а~шнов в клетках Е. coli М-17 
тонкослойной хроматаграфней 

на кнзельrеле. 

Полиамины: а- спермин. б- спер­
мидии, в- кадаверин, г- путрес­

цнн. Цифрами обозначены: 1, 5-
о1есь стандартных nрепаратов nоди­

э шшов; 2-4- фазы роста ку.~ьту­
р ~о~: 2- лоrарнфмическая, 3 -ста-

ционарная, 4- отмирания. 

которых обнаруживаются 
по флуоресценции в ульт­

рафиолете (рис. 1). Ис­
пользование стандартных 

препаратов позволило 

идентифицировать ПТ, 
Кд, СД, СМ. Однако кро­
ме этих полиаминов на 

хроматаграммах обнару­
живается еще два-три 

пятна соединений, обла­
дающих более медленной, 
по сравнению с полиами­

нами, подвижностью. 

Il редварительные иссле­
дования характера этих 

соединений показали, что 
они не являются дансил­

производными треонина , 

1\·tетионина, цистеинавой 
кислоты, изолейцина,про­
лина, аланина, глутами­

на, тирозина, серина, ас­

парагиновой кислоты, ва­
лина, цистина и тирамина. 

В процессе развития бактериальной культуры отмечаютот 
значительные количественные колебания полиаминов (рис. 2) _ 
Необходимо отметить, что максимальное количество полиами­
нов приходится на логарифмическую стадию развития бакте­
риальной культуры. Так, суммарное количество полиаминов в 
этой фазе составляет 0,67 ·10-6 М/млрд клеток, а торможение 
роста и отмирание клеток сопровождается снижинем их уровня 

соответственно до 0,32 и 0,35·10-6 М/млрд клеток, т. е. прак­
тически в два раза. Содержание ПТ в логарифмической фазе 
достигает 0,48; КД-0,03; СД-0,03; а СМ-0,12·10-6 М/млрд 
клеток. При остановке роста культуры наблюдается снижение 
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Соотношение лолиаминоs в развивающ~Ася популяции Е. coli, % 

Фаза развития популяции 

Полиамин 

экспоненциальная стационарная отмирания 

Путресцин. 74,6 71,9 83,1 
Кадаверин. 4,4 9,4 1 '7 
Сnермицин 5,2 2,4 6,7 
Сnермин .. 18,6 15,6 8,5 

уровня ПТ, СД и СМ соответственно до 0,23; 0,01 и 0,05·10-6 

М/млрд клеток, а содержание КД остается без изменения. 
В фазе отмирания клеток происходит дальнейшее снижение 
содержания СМ до 0,02 ·10-6 М и резкое- в пять раз- пони­
жение уровня КД (0,006·10-6 М/млрд клеток). В то же время 
происходит незначительное повышение содержания ПТ и дву­
кратное- СД до 0,02 · 1 О-6 М/млрд клеток. 

Обнаруженное нами максимальное содержание полиаминов 
в фазе экспоненциального роста бактериальной культуры соот­
ветствует имеющимся в литературе данным о стимуляции поли­

аминами клеточного деления Так, добавление ПТ к штамму 
Е. coli, мутантному по синтезу путресцина, приводило к стиму­
ляции синтеза ДНК, РНК и белка, немедленному ускорению 
клеточного деления [12]. На бактериальных препаратах пока­
зана также прямая стимуляция белоксинтезирующей системы 
полиаминами [ 13) . 

Интересно отметить, что на всех фазах развития бактери­
альной культуры основная часть ·поли:аминов представлена 
путресцином, по-видимому, обладающим наибольшим эффек­
том в регуляции синтеза белка и нуклеиновых кислот. Содер­
жание этого соединения составляет 75-80 % от общего I<оли­
чества полиаминов в клетке. Процентное отношение полиами­
нов на всех фазах развития изменяется незначительно (см. таб­
лицу), однако отмечается двукратное снижение доли спер­
мина и незначительный рост относительного содержания путрес­
цина при торможении развития бактериальной культуры. 

Таким образом, результаты работы указывают на взаимо­
связь колебаний внутриклеточного уровня полиаминов со ско­
ростью развития бактериальной популяции, что, по-видимому, 
является отражением регуляторных функций этих соединений 
у микроорганизмов. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИЯ НАУЧНЫЯ ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ · 1980 

д. И. КОРОТЯЕВ, Т. П. КРОЛИЧЕНКО 

ХРОМОСОМЫ И ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ 

КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА У &АКТЕРИЯ 

Время генерации (продолжительность клеточного цикла) 
сильно варьирует не только у разных видов, но и у одного и 

того же штамма бактерий в зависимости от условий его роста 
[ 1]. В известных моделях контроля клеточного деления [2, 3) 
предприняты попытки объяснить лишь механизмы регуляции соб­
ственно инициации репликации, сегрегации хромосомы и фор­
мирования межклеточной перегородки. Однако эти модели не 
дают ответа на вопрос, чем определяется продолжительность 

клеточного цикла, т. е. время между началом репликации, ко­

торое является его пусковым моментом, и формированием меж­
клеточной перегородки, завершающимся разделением двух до­
черних клеток. 

В литературе мы не нашли сведений относительно механиз­
мов, позволяющих клетке регулировать время выражения своего 

генома, необходимое для осуществления клеточного цикла в 
одних случаях в течение 20 мин, а в других- 220 мин и более. 
Время клеточного цикла (скорость роста бактерий) всегда 
адекватно условиям среды. Его продолжительность должна регу­
лироваться, по-видимому, не механизмами, контролирующими 

инициацию репликации, сегрегацию хромосомы и формирова­
ние перегородки, остающиеся неизменными при разных усло­

виях роста, а интенсивностью биосинтетических процессов и 
прежде всего интенсивностью репликации, транскрипции и 

трансляции. Такое предположение логически вытекает из выяв­
ленных нами ранее закономерностей, свидетельствующих о том, 
что содержание рибосом у бактерий является функцией усло­
вий их роста [4), а выражение генома у бактерий носит равно­
вероятностный по отношению к операнам характер [5]. Вместе 
с тем в [4, 6] было показано, что при благоприятных условиях 
роста клетка стремится к сверхизбыточному синтезу ДНК 
(полигеномности, или полиплоидности). 

В настоящей работе с целью подтверждения гипотезы о ме­
ханизмах регуляции времени генерации бактерий, сформулиро­
ванной нами выше, были изучены динамика содержания и ско-
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рость биосинтеза ДНК, рибосом, рибосомальной РНК, а также 
соотношение между числом молекул мРНК и числом хромо­
сом у четырех штаммов кишечной палочки Е. coli: К12 met-, В, 
М и 0-111. Для выращивания культур использовали минималь­
ную среду М-9 с 0,4 %, глюкозы и обогащенную среду L-бульон. 

Культуры инкубировали при температуре 37 °С, пробы от­
бира.iш через определенные интервалы времени, клетки отмы­
вали от питательной среды. Подсчет клеток в пробе производи­
ли в камере Горяева. Нуклеиновые кислоты фракционировали 
по методу Шмидта-Таннхаузера [7] в собственной модифика­
ции. Содержание нуклеиновых кислот определяли спектрофото­
метрически по методу А. С. Спирина [8] . Скорость биосинтеза 
ДНК, рРНК и число молекул мРНК и рибосом на клетку рас­
считывали по формулам [4, 6, 9]. 

Установлено существование четкой корреляции между чис­
лом хромосом и интенсивностью биосинтетических процессов, 
с одной стороны, и временем генерации- с другой (табл. 1). 
Время генерации у Е. coli на L-бульоне во всех случаях в не­
сколько раз короче, чем при росте на глюкозо-минеральной 
среде. Соответственно и содержание ДНК в клетках, растущих 
на L-бульоне, в 2-3 раза больше, чем при росте на среде М-9. 
В большинстве случаев при росте на глюкозо-минеральной сре­
де бактерии содержат около двух хромосом, а репликация идет 
со средней скоростью, соответствующей включению в одну се­
J{унду 2,0·103 -4,7·103 нуклеотидов, т. е. по-видимому, в этих 
условиях реплицируется одна хромосома [9]. При более благо­
приятных условиях роста (L-бульон) клетки содержат от трех 
до пяти хромосом. Поскольку продвижение репликативной вил­
ки при одинаковой температуре происходит с одной и той же 
скоростью, можно заключить, что увеличение средней суммар­
ной скорости биосинтеза ДНК в 2-15 раз на L-бульоне по срав­
нению со средой М-9 есть следствие одновременной репликации 
нескольких хромосом и образования множественных реплика­
тивных вилок. 

Таким образом, выявляется четкая тенденция клеток при 
благоприятных условиях роста к сверхизбыточному синтезу 
ДНК и накоплению ее в количестве, соответствующем несколь­
ким геномам, т. е. тенденция к полигеномности (полиплоидно­
сти), природа которой до последнего времени остается неясной. 

Основной nоказатель интенсивности биосинтеза белка у бак­
терий- содержание рибосом в клетке [7] . Из табл. 1 видно, 
что это содержание является функцией условий роста. Увеличе­
ние содержания рибосом при росте на обогащенной среде осу­
ществляется за счет значительного возрастания средней сум­
марной скорости биосинтеза рРНК, которое обеспечивается, 
очевидно, не только за счет одновременной транскрипции шес­
ти рРНК-оперонов одной хромосомы, но и рРНК-оперонов не­
скольких (всех) имеющихся в клетке хромосом. Благодаря 
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Таблица 8 

Содержание ДНК, рибосом и скорость биосинтеза ДНК и рРНК в клетках 
разных штаммов кишечной палочки в зависимости от условий роста 

Количество 
Средняя суммарная 
скорость бносин- Ко.чич. рибосом Штамм 

Сред11 
хромосом теза, н у кл/сек 

Е. coli до и nосле до и nосле 

деления ДНК, Х 1 o•lpPHK, Х 1 О• 
деления, Х 1 оэ 

м L-бульон 3,9-3,7 33,0 78,0 41,6-29,7 

М-9 2,5-1,8 2,4 15,4 11,3-10,9 

К\2 L-бульон 7,8-6,3 30,0 226,0 75,6-68,1 

М-9 2,6-1,8 4,7 3,6 22.3-12,5 

01 11 L-бульон 5,0-3,0 7,5 120,0 38,0-27,6 

М-9 2,0-1,5 2,0 5,7 13,9-11,7 

в L-бульон 3,4-5,0 20,0 164,0 38, 1-64;2 

М-9 2,2-1,6 2,6 13,0 18,4-13,9 

Т а б .1 и ц а 2 

Соотношение между числом хромосом (цистрооов) и молекул мРНК в клеrк<tх 
кишечной палочки в экспоненциальной фазе роста на разных средах 

I(оJiичество 

Штамм днк. молеку.п 
транскри-

Е. coli Среда 1 о-·· r хромо- :молекуJI мРНК бируемых рнбосС>м 

сом мРНК на одну 
цистронов• в клетке,. 

хромосому 
в хромосо- 1 0' 

ме, % 

м L-бульон 15,8 3,5 4200 1500 50 31,6 

М-9 7,4 1,6 1400 900 28 10,6 

К\2 L-бy:JbOH 27,2 6,0 8200 1400 46 63,5 

М-9 8,9 2,7 1600 890 27 12,5 

в L-бульон 25,5 5,6 8000 1600 53 бl ,6 

М-9 8,1 1,8 1700 900 30 12,0 

0-111 L-бу;%0Н 13,3 
1 

3,0 3600 1200 42 25,9 

1 
М-9 6,7 

1 
1,5 1200 800 27 9,6 

• l(олнч. цнстронов в хрсмссоме кишечной палсчю• прнннма.1н раРнь·м 300(1, !'схо,гя 
из молекулярного веса гапJюидной хромvсомы (2, 8 ·1 0'). 



Таблица 3 

Клеточное деление при отсутствии синтеза ДНК у Е. coli Kt2• 

Содержание днк Средняя суммарная 
в клетке, х 1 о-15 г Колич. молекул скорость биосин- Колич. рибосом 

мРНК до и после теза рРНК до и после 

до 11 после де.1ения 
деления нуклfсек, х 1 о• ДеЛеН ИЯ, Х 1 01 

24,6-10,1 1700--1800 8,8 13,1-12,5 
13,2-7,2 2100-1400 7,2 16,4-10,7 
22,4-10,6 2000-1900 20,5 15,8-14,9 

• Среда культивирования- М-9 с О, 4% глюкозы; фаза роста- экспоненциальная: 
время генерации 60 мин. 

включению многих рРНК-оперонов клетка быстро накаплива­
ет такое количество рибосом, которое позволяет ей удвоить 
биомассу в значительно более короткий срок и сократить про­
долJКительность клеточного цикла. 

Пропорционально увеличению числа рибосом в клетке воз­
растает н количество функционирующих в ней в данный момент 
молекул мРНК (табл. 2). Вместе с тем проведеиные расчеты . 
свидетельствуют о том, что в данных условиях количество мо­

.'!екул мРНК на ·одну хромосому варьирует незначительно. Сле­
довательно, общее увеличение количества молекул мРНК (осо­
бенно прн росте на L-бульоне, когда клетки содержат несколь­
ко хромосом, а общее число молекул мРНК значительно пре­
вышает число цистронов в гаплоидной хромосоме) является 
результатом одновременной транскрипции соответствующих 
операнов в нескольких (во всех) хромосомах. 

Из данных табл. 2 следует такJКе, что в любой данный мо­
мент клеточного цикла в клетке транскрибируется значительное 
число (27 -50 %) цистронов, т. е. выражение генома носит рав­
новероятностный в отношении операнов характер [5]. Благода­
ря такому характеру регуляции выраJКения генома обеспечива­
ется возмоJКность транскрипции операнов нескольких (всех) 
имеющихся в клетке хромосом. 

Таким образом, основной биологический смысл сверхизбы­
точного накопления ДНК (полигеномности) заключается в со­
здании необходимых предпосылок для осуществления клеточ­
ного цик.1а за наиболее короткий срок. Благодаря этому обес­
печивается поддерJКание максимального для данных условий 
роста числа особей в популяции, что является одним из ваJК­
нейших условий сохранения вида (принцип стабилизации вида 
у микробов) . 

При росте на обогащенных питательных средах эта возмоJК­
ность реализуется преJКде всего посредством механизмов, обес­
печивающих одновременную транскрипцию аналогичных оперо­

нов в нескольких (во всех) хромосомах. Одновременная транс-
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крипция рРНК-оперонов в нескольких хромосомах обеспечива­
ет синтез такого количества рибосом, которое необходимо для 
трансляции увеличивающегося по мере репликации хромосом 

и интенсивности транскрипции числа молекул мРНК.. Такое 
координирование процессов репликации, транскрипции и транс­

.'Iяции и лежит в основе механизма регуляции времени клеточ­

ной генерации, адекватного условиям роста. 
Хотя между процессами репликации, с одной стороны, транс­

крипции и трансляции- с другой, у бактерий существует оп­
ределенная зависимость, но каждый из них регулируется при 
помощи собственных контрольных механизмов. Отсюда даже 
в тех случаях, когда содержание ДНК у Е. coli при росте на 
глюкозо-минеральной среде достигает такого количества, кото­
рое соответствует трем-пяти хромосомам, т. е. значительно 

большего, чем это требуется для удвоения биомассы при дан­
ных условиях роста, это не приводит к сокращению времени 

генерации. Судя по числу молекул мРНК и рибосом, при росте 
на глюкозо-минеральной среде одновременная транскрипция 
операнов происходит не более, чем с двух хромосом, а время ге­
нерации остается постоянным независимо от того, сколько хро­

мосом содержит клетка- две или пять. При этом обнаружи­
вается чрезвычайно Интересный факт: деление клеток происхо-. 
дит при почти полном отсутствии синтеза ДНК, и имеющиеся 
хромосомы поровну распределяются между дочерними клет­

ками (табл. 3). 
Данные наблюдения находятся в противоречии с гипотезой 

[3] и подтверждают, что продолжительность клеточного цикла 
определяется не столько частотой инициации репликации хро­
мосом и их количеством, сколько интенсивностью выражения 

бактериального генома. Последняя является функцией числа 
одновременно транскрибируемых в нескольких хромосомах ана­
логичных оперонов, необходимых для осуществления клеточ­
ного цикла. 

Синтез сверхизбыточного количества ДНК (полигеномность, 
или полиплоидность) -необходимое условие для соi<ращения 
времени генерации. Одновременная транскрипция аналогич~ых 
цистронов (оперонов) нескольких (всех) хромосом, протекаю­
щая по типу равновероятностного в отношении операнов харак­

тера выражения бактериального генома, является основным 
механизмом регулирования интенсивности биосинтетических 
процессов бактерий, поскольку у них транскрипция и трансля­
ция протекают одновременно, а следовательно, и времени гене­

рации (скорости роста). 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИМ НАУЧНЫА ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 1980 

А. Е. ЭССЕЛЬ, И. А. К)ДИЛЕВИЧ, Т. Е. ТКАЧЕНКО 

ВОПРОСЫ МАТЕМАТ И ЧЕСКОГО АНАЛИЗА 

СМЕШАННЫХ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИА 

Проблема контроля и прогноза развития бактериальных по­
пуляций представляет существенный интерес в теоретическом н 
Прикладнам аспектах. Разработанные формулы анализа одно­
вйдовых бактериальных популяций для условий стационарного 
[3] и проточного [3, 7, 11] культивирования не могут быть ис­
пользованы в приложении к смешанным популяциям, а послед­

ние не могут быть полноценно интерпретированы в системе об­
щепринятых «кривых роста бактериальной популяции». 

Цедь настоящей работы- математический и догический 
:шадиз кодичественного и качественного поведения смешанных 

баi<териальных попудяций, в частности выявдение таких харак­
теристик, с помощью которых можно бьшо бы описывать про­
цесс их развития. 

Термин «модедь» [5] применим к общим экодогическим за­
кономерностям; математические описания развития конкретных 

биодогических популяций называются имитациями. Под сме­
шанной мы будем понимать бактериадьную попудяцию, пред­
ставленную бактериями раздичных видов (или штаммов). Нам 
nредстоит рассматривать такие смешанные попудяции, ддя ко­

торых факторы эмиграции и иммиграции особей отсутствуют, 
а также (усдовно) не имеют места внешние воздействия, кото­
рые могди бы повлиять на развитие попудяции. Смешанная по­
nудяция с такими ограничениями соответствует замкнутой эка­
системе. Мы полагаем, что даже такая ограниченная имитация 
позводяет анадизировать не1юторыс общие закономерности, 
присущие смешанным бактериальным попудяциям [2, 4, 11]. 

Фазовый характер развития бактериадьных попудяций [2, 
4, 11] общеизвестен. iV\ы будем рассматривать тодько те фазы 
роста попудяции, при которых ее общая чисденность не умень­
шается. К таким фазам [11] относятся: начадьная стационар­
ная; фаза задержки иди покоя; логарифмическая фаза; отрица­
тельного ускорения; максимальная стационарная фаза. 

Максимальное количество живых клеток, способных одно­
временно находиться в одном определенном объеме питатель­
ной среды, называется М-концентрацией, которая является 
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величиной, характерной для данного вида бактерий. Было вы­
сказано (8, 9, 10] предположение, что если в культурах, не до­
стигших М-концентрации, каждая клетка делится на две дочер­
ние жизнеспособные бактерии, то по достижении М-концентра­
ции деление клеток продолжается, но при этом каждый раз об­

разуется только одна жизнеспособная дочерняя клетка, а дру­
гая, не достигая полноценности, гибнет. 

Наблюдения при помощи различных методов (кинематогра­
фического, прижизненной окраски и других) процессов деления 
у Е. coli и В. pumilus позволили установить, что число поколе­
ний каждой из двух клеток, полученных при делении первичной 
клетки, оказывается различным. Исследования [6] популяции 
В. sublilis в агаровых культурах показали, что в процессе раз­
вития клеток отмечался однополюсный рост. Таким образом, 
попытки объяснения качественных особенностей максимальной 
стационарной фазы приводят к пересмотру взг.1ядов на про­
цесс развития и деления бактерий вообще. 

Приводимые исследователями градации фаз созданы для 
одновидовой бактериальной популяции. Возникают вопросы, 
как и по какому признаку выделять фазы роста в смешанной 
популяцин? Б у дут ли эти фазы совпадать по своему качествен­
ному содержанию с фазами одновидовой бактериальной попу­
ляции? Сохранят ли свою актуальность понятия, введенные для 
одновидовой популяции в случае смешанной и наоборот? 

И далее. Что называть М-концентрацией для смешанной по­
пуляции, представленной хотя бы двумя видами? Если опре­
делить М-концентрацию смешанной популяции как максималь­
ное количество клеток в данном определенном объеме, то ка­
ким образом это определение будет соотноситься с определени­
ем М-коНцентрации для каждого из видов? 

Без воссоздания точной качественной I<артины процесса 
развития смешанной популяции ответить на этот вопрос нельзя . 
.Между тем разрешение подобных вопросов на качественном 
уровне нужно для создания математических моделей, адекватно 
описывающих процесс развития смешанных популяций. 

Процесс развития биологической популяции одного вида мо­

жет быть описан [ 1] уравнением 

d(lnN) =w(N 8) (1) 
dt ' ' 

где N =N (t)- функция, характеризующая изменение сбщей числен 
ности популяции в зависимости от времени; 

е- формальный параметр среды обитания популяции; 
w (N, 8)- непрерывная функция приспособленности, характе­

ризующая среднее число потомков, произведенных 

одним родителем в единицу времени. 

Авторами (l] введена следующая классификация зависимо­
сти приспособленности популяции от ее численности. 

51 



ОпредеJ1ение I. Если для v N и любого числа с> 1 
а) w(cN, 8)=w(N, 8)-популяция нейтральная; 
б) w(cN, 6)-<w(N, 8)- популяция лимитированная; 
в) w (cN, 8):;;.-w (N, 8)- популяция стимулированная. 
Покажем, к какому классу относится бактериальная однови-

довая популяция в рассматриваемых фазах роста. 
В лаг-фазе, логарифмической и стационарной фазах бактери­

аJiьная одновидовая популяция является нейтральной, так как 
в этих фазах w (N, 8) =const; значит, выполняется условие а). 

При стационарном культивировании фазу отрицательного уско­
рения будем рассматривать как обусловленную влиянием кон­
центрации продуктов метаболизма в среде на скорость роста од­
новидовой бактериальной популяции. Тогда, согласно (2, 3], она 
может быть описана уравнением 

d (In х) Кр 

dt =flmax'Kp+p(t)' (2) 

rде х (t)- вес микроорганизмов в культуре; 
~trnax- максимальная скорость роста популяции при данных 

условиях; 

р (t)- концентрация продукта, ингибирующего рост; 
Кг- константа ингибирования, численно равная концентра­

ции продукта, при которой скорость роста достигает 
половины максимальной. 

Буделt считать, что общая численность популяции N (t) и вес 
особей x(t) связаны отношением x(t)=N(t)·B, где В>О-кон­
станта, учитывающая процентвое отношение веса живых особей 
к общеыу весу микроорганизмов. Тогда уравнение (2) эквивалентно 

d(!nN) _ltmax. Кр 
dt В Кр+Р (t) 

(3) 

Здесь р (t)- монотонно возрастающая функция, т. е. если t1 <t2 

то р (t1)<p (/2). 
Согласно определению I, популяция лимитированная, когда 

для vN vc>l. w(cN, 8)-<w(N, 8). 
Выберем произвольвые с0 > 1 и N 0 • Так как общая численность 

nопуляции- непрерывная функция от времени, то справедливы 
следующие утверждения: N 0 =N (10); c.1N 0 =N (t 1). Поскольку в рас­
сматриваемых фазах роста бактериальной одновидовой популяции 
общая численность является монотонно возрастающей функцией, 
то из выражения N 0 <c0N 0 следует, что t0 <t1 • 

Тогда рассмотрим разность 

8) =!tmax . Кр _ !tmax . Кр 
В Кр+Р (to) В Кр+Р (tt) 

в 

Р Ut)- Р Uo) :;;.:.0, 
(Кр+Р Uo)J (Кр+Р Ut )] 



так как f!max>O, В>О, Кр>О, р (t):;;;..O и функция р (t) монотонно 
возрастает. 

Следовательно, выполняется условие б) определения 1, т. е. 
в фазе отрицательного ускорения популяция лимитирована и со­
гласно [ 1] может быть описана уравнением 

d (~~ N) =е(®)- fP (N), (4) 

где е (6)- скорость размножения популяции в логарифмической 
фазе роста, именуемая функцией приспособленностн; 

qJ (N) -лимитирующая функция. 
Уравнение (4) является моделью развития одновидовой бакте­

риальной популяции. Будем считать, что для этой фазы справед­
.тшво предположение о стационарности (т. е. независимости от 
времени) среды. Тогда в этой фазе общая численность популяции 
изменяется по закону 

N (t)=Noee(e) t, (5) 

t·де N0 =N (О)- начальная численность популяции. 
Тогда из уравнения (5) следует, что 

1 Ni 
е (8)=-ln-=const. 

t N0 

(б) 

Зафиксируем t =а, тогда 

е (8) =_..!._ lп N (а). 
а N0 

(7) 

С другой стороны, е (8) = f!max, так как максимальная скорость 
роста популяции присуща только логарифмической фазе роста. 

В фазе отрицательного ускорения среда обитания популяции 
не будет стационарной вследствие истощения питательных веществ 
в среде и накопления продуктов отходов, которые будут лими­
тировать развитие популяции. 

В общем случае указать более конкретный вид лимитирующей 
функции .-р (N) для одновидовой бактериальной популяции в урав­
нении (4), по-видимому, не представляется возможным. Укажем 
метод, с помощью которого можно находить вид этой функции 
для каждой конкретной имитации, имея минимум данных о раз­
витии популяции. 

С помощью экспериментальных данных можно найти значения 
функции N (t) в · точках tk, где 1 -<.k-<.n, что дает множество 
{N (tk)}n=l· Эrо самые простые данные, которые можно получить 
nри развитии конкретной бактериальной популяции. Согласно [l ], 
под дискретной функцией приспособленности- g (k)- будем по­
нима·ть 

N (k+l) 

N(k) 
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.Между непрерывной ffi (N, 8) и дискретной функцией приспособ­
лениости существует следующее уравнение связи: 

где Т=tн1 - tk. 

1 

т 

1k+l 

S ffi (N, 8) dt=~ In g (k), 
tk т 

(8) 

Из уравнения (4), которое является моделью развития одно­
видовой бактериальной популяции, ffi (N, 8) =е (8)- ер (N). Тогда 

1 

т 

1k+l 

f [8(8)-ep(N)]dt=~lng(k). . т 
tk 

Учитывая предположения о стационарности среды в логарифми­
ческой фазе роста, т. е. 8 (E>)=coпst, E>=coпst, 

t k-i-1 
1 • 1 

- \ ep(N)dt=8(8)--lng(k) 
т . т 

tk 

н подставляя значение 8 (8) из уравнения (7), имеем 

1k+l 
1 s 1 N (а) 1 - ep(N)dt=-ln---Iпg(k). 
Т 1 d N0 Т 

k 

(9) 

Для каждого интервала [t,., t,.+1] значение функции ер (N) 
определяется как решение интегрального уравнения (9). Это 
уравнение является критерием применимости функции ер (N) для 
описания развития одновидовой бактериальной популяцйи на 
интервале [t,., t,.+1]. Из уравнения (9) можно найти и ·вид 
функции ер (N) на данном интервале [t,., tx+l]. Зная конкретный 
вид функции с:р (N), можно разрешить основное уравнение ( 4). 

В случае одновидовой бактериальной популяции вид лими­
тирующей функции с:р (N) может быть получен, исходя ·и из 
других рассуждений. Ран.ее было показано, что бактериальная 
популяция в фазе отрицательного ускорения, описываемая 
уравнением (3), является лимитированной. Для уравнения (3) 
функция приспособленности имеет вид 

(i) (N' 8) =!Lmax . К Р 
В Kp+p(t) 

(1 О) 

Также было сказано, что уравнение ( 4) является моделью раз­
вития одновидовой бактериальной популяции, для которого 
функция приспособленности имеет вид 

ffi(N,8) =8(8)-c:p(N). 
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Учитывая, что уравнения ( 11) и ( 10) описывают один и тот 
же качественный процесс, можно записать 

в(8)-cp(N)="'max. Кр 
В Кр+Р (t) 

Поскольку в (Е>)= flmax. то 

ср(N)=в(Е>)[1-_!_ Кр ]· 
В Кр+Р (t) 

Справедливость применения функции cpN в виде ( 12) 
но проверить с помощью крИтерия (9), т. е. 

t k·"-1 

1 lв(E>)[l-_!_ Кр Jdt=_!_lnN(a) _ _!_Jng(k); 
Т J В Кр+Р (t) а N0 Т 

tk 

1k+l 

_!_ 5 8 (В) Кр dt =_!_ ln (k). 
Т В Kp+Ptf) Т g 

tk 

( 12) 

мож-

(13) 

Если условие (13) выnолняется с достаточной степенью точ­
ности, то тогда уравнение (4) имеет своим решением функцию 

t к 

в! .~е (8) __ Р_ dt 
j Кр+Р (t) 

lo (14) 

которая описывает изменение численности популяции в фазе 
~трицательного ускорения. 

· Уравнение ( 14) можно рассматривать как имитацию разви­
тия абстрактной одновидовой бактериальной популяции, удовс 
летворяющую сделанным предположениям. Естественно, что 
при построении имитации смешанной бактериальной популяции 
картина резко изменится в худшую сторону, так как построение 

математической модели развития бактериальной популяции 
«Вообще» и их имитаций в каждом конкретном случае суще­
-ствеi:шо опирается на качественные особенности развития бак­
териальной популяции. 

Ранее уже отмечалось, что для случая (на современном 
уровне знаний) смешанной бактериальной популяции х_орошо 
разработанной качественной картины процесса не существует. 
Нам хотелось бы обратить внимание на некоторые параметры 
смешанных бактериальных популяций, с помощью 1юторых, на 
наш взгляд, можно оценивать прогресс их развития, не при­

бегая к кибернетическим методам построения модели. 
Рассмотрим совместное выращивание Е. coli и Staph. aureus. 

Избранные для исследования штаммы не явля.'!ись антагони­
стами и имели примерно равное время генерации. Совместное 
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Рис. 1. Развитие Е. coli (а) 
н Staplт. aureus (б). 

Штриховая кривая - в чистой 
культуре, штрихпунктирная -
в смеси. l(ривая изменения об­
щей численности смешанной по­
пуляции Staph. aureus и Е. co-

li (В). 

выращивание проводилось на МПБ при температуре 37 °С. Конт­
роль за ростом численности популяции проводился системати­

ческими высевами бактерий на чашки Петри со средой МПА. 
При подсчетах принималось, что одна колония происходит из 
одной клетки. Параллельна с совместным проводилось раздель­
ное выращивание тех же штаммов. 

Полученные результаты послужили эмпирическим материа­
лом для построения графиков развития обеих популяций в ус­
ловиях раздельного и смешанного культивирования (рис. 1). 
На графиках представлены кривые развития Е. coli и Staph. 
aureus раздельно (см. рис. 1, а, б) и в смешанной популяции 
(см. рис. 1, в). С их помощью определялись периоды сущест­
вования той или иной фазы роста в смешанной популяции. 

Проведеиные эксперименты позволяют сделать следующие 
выводы относительно фаз роста Е. coli и Staph. aureus в сме­
шанной популяции. 

1. Количественный рост и наличие фаз роста Е. coli в сме­
шанной и раздельной популяциях совпадают. В количествен­
ном аспекте наблюдается более интенсивный прирост числен­
ности в смеси во время логарифмической фазы. 

2. Количественный рост Staph. aureus в смешанной популя­
ции резко отличается от такового при раздельном выращива­

нии, так как несмотря на неизменный качественный характер 
фаз, их соотношение во времени изменилось. Таким образqм, 
Е. coli ингибиронала развитие популяции Staph. aureus в смеси. 
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Рис. 2. Пространствеиная кривая разви­
тия смешанной бактериальной популяции 

Staph. aureus и Е. coli. 
Сплошная кривая- пространствеиная кривая; 
шт.риховая- проекция на главную координат­

ную плоскость N 5 01, характеризующая разви­
тие Е. coli в смеси; штрихпун.ктирн.ая- про­
скция на главную координатную плоскость 

Nst 01, характеризующая развитие :Jtaph. аи· 
reus в смеси. 

Конечно, по рис. 1, а и б су­
дить о развитии всей смешанной 
популяции не представляется воз­

можным, так как параметр изменения общей численности сме­
шанной популяции Noб(t) не дает дифференциации развития 
каждого из видов в смеси. В то же время, если известны резуль­
таты, аналогичные изображенным на рис. 1, а и б, то построение 
кривой, изображенной на рис. 1, в, не составляет трудности. Об­
ратная же задача, т. е. построение кривых, описывающих разви­

тие каждого· из видов, по известной кривой изменения общей 
численности, по-видимому, неразрешима. 

Предлагаем следующий способ построения кривой числен­
ности смешанной популяции, с помощью которого разрешается 
поставленная двуединая задача (рис. 2). 

Поставим рис. 1, а перпендикулярно рис. 1, б так, чтобы 
совпали начало координат и ось времени. Из каждой точки кри­
вой на рис. 1, а проведем прямые параллельна плоскостп 
рис. 1, б, а из каждой точки кривой на рис. 1, б- прямые, па­
раллельные плоскости рис. 1, а. Геометрическим местом точек 
пересечения прямых, параллельных плоскости рис. 1, а, с пря­
мыми, параллельными плоскости рис. 1, б, будет некоторая про­
странствеиная кривая. Проекции этой кривой на плоскости 
рис. 1, а и б будут давать соответственно кривые развития либо 
Staph. aureus, либо Е. coli, указанным способом дают про­
странствеиную кривую развития смешанной популяции. 

Координатные плоскости N Е Ot, N 510t будем называть главны­
ми координатными плоскостями. 

Пусть кривая изменения численности Staph. aureus задается 
с помощью неявного уравнения / 1 (N st. t) =0, где N st- функция, 
характеризующая изменение численности Staph. aureus в смеси. 
Кривая изменения численности Е. coli задается с помощью неяв­
нога уравнения f2 (N Е, t)=O, где N Е (t)- функция, характери­
зующая изменение численности в смеси. Тогда пространствеиная 
кривая задается системой уравнений 

{ /1 (N st, t) =0; 
(*) 

/ 2 (NE, t)=O. 
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Пусть функция N 06 (N 51 , N Е) соответствует пространствеинок 
кривой и задается неявным уравнением f (N об• N st, N Е) =0, где­
N об (N st, N Е) -функция, характеризующая зависимость_ между 
Staph. aureus и Е. coli в смешанной популяции, графиком кото­
рой является пространствеиная кривая. Причем N об (N st. N Е) об­
ладает свойством 

{ f(Noб• Nst, 0)=/1 (Nst, t); 
<**) f(Noб• О, NE)=fz(NE, t). 

Если Nоб (t) -функция, характеризующая изменение общей чис­
.пенности смешанной популяции, то N06 (t) =1=- N об (N st, N Е). 

График функции N об (N st, N Е) дает наглядное представление­
о количественном развитии смешанной популяции и делает воз­
r.южным нахождение функций, описывающих развитие отдельных 
видов в смешанной популяции, в случае если известно уравнение 
f(Noб• Nst, NE)=O или вид функции Noб(Nst, Nв). 

Если число видов, составляющих смешанную популяцию, 
больше двух, то нарисовать график пространствеиной кривой 
нельзя (так как она будет находиться в k-мерном пространстве), 
но все приведеиные выше рассуждения остаются в силе. 

Пусть смешанную популяцию составляют виды N1 , ... , Nk, 
причем для каждой функции Ni, описывающей динамику числен­
I-юсти i-го вида, существует соответствующая неявная функция 
fi (Ni, t)=O. Тогда уравнение примет вид 

1 
/1 (N1, t)=O; 

(~) . . .... 
fk(Nk, t)=O. 

У слови е (~) задает k-мерную кривую, аналогичную пространет­
венной кривой в двумерном случае. Аналогично· вводится функ­
ция Nоб (N1 , •.. , Nk), графиком которой является k-мерная кри­
вая, описанная условием (~). и существует цеявное уравнение 
f (Nоб• N1 , N2 , ••. , Nk)=O, соответствующее функции Nаб (N1 , 

N2 , ••• , Nk)· 
Можно рассмотреть условия, аналогичные (**), 

! f(N,6: N,: О .. 0)~/,(N,,·I)·; 

f(Noб• О ..• О, Nk)-fk(Nk, t). 

А также можно рассматривать проекции уравнения (~) не только 
на координатные плоскости, но и на любые гиперплоскости к-мер­
ного пространства, например, f(Noб, N 1, N 2, О ... 0) =0. Это урав­
нение неявно описывает динамику развития видов в смешанной 

популяции по отношению к другим видам. На наш взгляд, та­
IШе рассмотрение развития смешанной бактериальной популя­
ции, а также подобных уравнений имеет широкие возможности 
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;tля создания имитаций развития конкретных смешанных по­
пуляций. 

Таким образом, развитие смешанной двухвидовой бакте­
риальной популяции может быть графически интерпретировано 
векоторой кривой в трехмерном пространстве, а проекции про­
странетвенной кривой на главные координатные плоскости по­
зволяют получить раздельные кривые развития одновидовых по­

пуляций при совместном культивировании двух видов бактерий. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИМ НАУЧНЫМ ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ · 1980 

Л. Е. ГЛАЗАЧЕВА, В. С. ЛЕВАШЕВ, Л. Н. КАЦ 

СУ&МИКРОСКОПИЧЕСКАЯ OPr АНИЗАЦИЯ 
BYЛbrAPHOrO ПРОТЕЯ В ПРОЦЕССЕ 

Л-ТРАНСФОРМАЦИИ И РЕВЕРСИИ 

Субмикроскопическая организация Л-форм, полученных мз 
грам-отрицательных бактерий, описана многими авторами 
[1-3]. Однако последовательные этапы Л-трансформации изу­
чены лишь для некоторых видов [4]. И только в одной из изве­
стных нам работ описаны последовательные стадии как 
Л-трансформации, так и реверсии [5]. 

Задача настоящей работы- изучение субмикроскопической 
организации и биологических свойств сферопластов, нестабиль­
ных и стабильных Л-форм, а также реверсировавших из не­
стабильных Л-форм культур. 

Объектом исследования была культура Proteus vulgaris 
штамм 3156 и 4636, из которой получены стабильные Л-формы 
[6]. В качестве Л-трансформирующего агента использовали 
пенициллин. Сферапласты получали на бульоне из триптическо­
го п~ревара сердечной мышцы крупного рогатого скота с до­
бавлением 10% сахарозы и 0,02% хлористого магния. I(он­
центрация пенициллина составляла 1000 ед/мл среды. Культу­
ру протея для получения сферапластов брали в логарифмиче­
ской фазе роста в концентрации 10 8 клеток/мл. 

Л-формы протея культивировали на средах разной конси­
стенции: на бульоне с осмотическими стабилизаторами, как и 
сферопласты; на полужидкой среде с 0,3% агара и на полутвер­
дой среде с 1,3% агара. В среды добавляли 10% нормальной 
лошадиной сыворотки. Концентрация пенициллина в среде со­
ставляла от 500 до 1000 ед/мл. Стабильные Л-формы получали 
в результате многочисленных пассажей в тех же условиях, ре­
версировавшие культуры- на вышеуказанных средах без пе­
нициллина. 

Динамику образования сферапластов изучали в световом 
микроскопе МБИ-3 с помощью фазаво-контрастного устройст­
ва КФ-4. 

Для электронно-микроскопических исследований были взяты 
сферопласты, образовавшиеся через два часа после введения 
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в среду пенициллина, четырехсуточные культуры нестабильных 

и стабильных Л-форм, выращенные на полутвердой среде, а 
культура ревертантов протея, полученных из нестабильных 
Л-форм на третьем пассаже на среде без пенициллина. · 

Фиксацию объектов проводили сначала 2,5% -м глютараль­
дегидом на фосфатном буфере рН, равном 6,5 с добавJiением 
0,5 М сахарозы и 0,01 М хлористого магния в течение 3 маи, 
затем дофиксировали 0,1 %-м Os04 на том же буфере в течение 
18 ч. Фиксированную культуру обезвоживали и заключали: 
в аралдит по общепринятой методике. Электронна-микроско­
пические исследования ультратонких срезов проводили на япон­

ском микроскопе JEM-7 при инструментальном увеличешш 
ЗООООх. 

Через 15-20 мин после добавления к культуре пеници.'Iли­
на у палочковидных клеток наблюдали образование шаровид­
ного выпячивания цитоплазмы в средней части клетки или на од­
ном: из ее концов (рис. 1). Было видно, как цитоплазма постепен­
но переходила в расширенный участок клеток, образуя шар, от 
поверхности которого отходили один или два расположенных 

под углом друг к другу конца бывшей палочковидной особи. 
Процесс заканчивался образованием сферических тел. Через 
1,5-2 ч основная масса бактерий переходила в сферопласты, 
которые быстро увеличивзлись в размерах. У большинства 
сферапластов образавывались вакуоли на периферии клеток 
в виде полумесяца или круглые в центральной зоне щпо­
плазмы. 

При электронно-микроскопических исследованиях ультра­
тонких срезов сферапластов протея на поверхности их бы.ТИ'f 
обнаружены две периферические мембраны. На поверхности 
сферапласта (рис. 2, а) были хорошо видны наружная мебрана 
(нм), относящаяся к клеточной стенке, и внутренняя, являющая­
ся цитоплазмэтической мембраной (ЦПМ). Обе мембраны свя­
заны перемычками (пр). При формировании сферапластов про­
исходил разрыв материала перемычек. Наружная мембрана от­
ходила от цитоплазмы (ц), образуя большую плазмолизирован­
ную вакуоль [7]. Часть материала перемычек хлопьями распо­
лагалась на наружной стороне цитоплазматической, а часть­
на внутренней стороне наружной мембраны. На поверхности 
сферапластов были видны структуры в виде пузырьков ( п), 
окруженные трехслойной мембраной и нередко образующие 
цепочки. Во внеклеточном пространстве находилось большое 
количество трубчато-везикулярных мембран (твм). Структура 
цитоплазмы не отличалась от таковой родительских особей. 
По периферии цитоплазмы располагались небольшве овальные 
структуры типа вакуоли ( ств), окруженные трехслойной мем­
браной. Нуклеоид (н) в сферапластах часто располагался мно­
гочисленными участками по всей цитоплазме, занимая большую 
часть ее. 
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Л-формы протея росли на полутвердых средах в виде типич­
ных круглых Л-колоний диаметром до 3 мм, легко реверсирую­
щих, к исходным бактериям, и в виде мелких (диаметром от 
0,5 до 1 мм) Л-колоний, дающих реверсию на среде без пени­
циллина через много пассажей или совсем нереверсирующие_ 
Л-колонии развивались в течение 7--12 дней, их центр часто 
имел коричневую окраску. 

На полужидкой среде Л-формы протея росли в виде взве­
шенных в среде пушистых колоний с коричневатым центром_ 
Л-колонии вырастали в течение 5--8 дней. Диаметр их состав­
ЛS.IЛ от 0,2 до 1 мм. На поверхности среды образовывалась 
пленка, которая на 10--12-й день культивирования приобре­
тала желтовато-коричневую окраску. 

При росте на жидкой среде Л-формы также образовывали 
на поверхности пленку желтовато-коричневого цвета. 

При исследовании Л-колоний протея о- фазовым контрастом 
было обнаружено, что они состоят из шаровидных и вакуоли­
зированных тел разной величины и субмикроскопических форм. 
В культурах, выросших на жидкой среде, наблюдалось кроме 
того значительное количество нитевидных структур. Размноже­
ние Л-форм происходило путем бинарного деления, обычно не­
равновеликого, и образования элементарных телец. 

Более точную морфологическую характеристику нестабИ:ль­
ItЫХ и стабильных Л-форм протея дало изучение их методом 
ультратонких срезрв. 

Популяцию нестабильных Л-форм составляют в основном 
крупные шаровидные или овальные клетки и в меньшем коли­

честве-- мелкие зернистые элементы. Диаметр особей варьи­
ровал от 1 до 50 мкм. Типичная клетка нестабильных Л-форм 
(см. рис. 3) по своей ультраструктуре во многом сходна 
с ультраструктурой сферопластов. В строении наружных по­
кровав тех и других различий не выявлено. На поверхности 
и вокруг Л-форм также наблюдалось большое количество труб­
чато-везикулярных мембран (твм). В цитоплазме (ц) клеток 
имелись вакуоли разных размеров, вJ-Iутри которых часто были 
видны элементарные тельца. По периферии цитоплазмы сохра­
нялись описанные выше у сферапластов структуры типа вакуо­
лей ( ств). ДНК занимала центральную часть цитоплазмы и до­
вольно четко отграничивалась от остальной ее части. Однако 
нередки сЛучаи, когда ДНК располагалась сетью по всей цито­
плазме среди ее гранулярного компонента. 

Следует отметить, что в колониях нестабильных Л-форм от 
пассажа к пассажу увеличивалось число клеток протопластно­

го типа, полностью утративших клеточную стенку и имевших 

на поверхности только цитоплазматическую мембрану (цпм). 
Стабильные Л-формы Proteus vulgaris характеризовались 

ярко выраженным полиморфизмом. Наряду с округлыюi и 
овальными особями встречалось значительное число клеток, 
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Рис. 5, б. Везикулы. Х90 000. 

Рис. 5, а. Ко.%цевидные мем­
браны. х90 000. 

Рис. 5, в. Миэлиноподобные 
мембранные структуры. 
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имевших неправильную угловатую форму и большое количест­
во субмикроскопических элементов. На рис. 4 показана клетка 
протопластнога типа стабильных Л-форм, от которой отпочко­
вывались элементарные тельца разной формы (пч). Диаметр 
их колебался от 0,6 до 1,0 мкм. Наружным покровом клетки 
служила цитоплазматическая мембрана (цпм), которая часто 
выявлялась не на всей поверхности. В цитоплазме (ц) стабиль­
ных Л-форм располагались разнообразные мембранные струк­
турьi: кольцевидные мезосомы (км, рис. 5, а), везикулы (в, рис. 
5, 6), миели~юподобные мембранные структуры (мпс, рис. 5, в). 
Последние могут окружать субмикроскопические элементы, как 
показано на рис. 5, в. Нуклеоид (н) стабильных Л-форм хоро­
шо выражен и отграничен от цитоплазмы (ц). 

В ходе превращения бактерий в Л-формы кроме морфоло­
гических изменений происходила значительная трансформация 
биологических свойств, в основном выражавшаяся в изменении 
ферментирования углеводов. Бактериальная форма протея фер­
ментировала из сахаров глюкозу и левулезу с образованием 
кислоты и газа. Л-форма протея 3156 ферментировала глюко­
зу, мальтозу и слабо- сахарозу с образованием только кис­
лоты. 

Значительно повышалась устойчивость Л-форм к пеницил­
лину. Бактериальная культура была чувствительна к его кон­
центрации равной 5 ед/мл. ·Л-формы давали хороший рост 
культуры при концентрации пенициллина 20 000 ед/мл. 

Нестабильные Л-формы протея при пересеве на среду без 
пенициллина давали реверсию, т. е. образовывали бактериаль­
ные клетки. Ревертанты (рис. 6) имели клеточную стенку (кс), 
типичную для грамотрицательных бактерий, а также цитоплаз­
му, идентичную цитоплазме исходных бактерий, в средней ча­
сти которой располагался четко отграниченный от нее нуклеоид. 
По периферии цитоплазмы встречаются структуры типа ва­
куолей ( ств). Клеточная стенка на концах клетки часто от­
ходила от цитоплазматической мембраны (цпм), образуя про­
странство, в котором видны хлопья бесструктурного материала. 
Полное восстановление морфологии ревертантов наблюдали на 
3-4-м пассаже на среде без пенициллина, что по времени сов­
падало с восстановлением биологических свойств ревертантов, 
типичных для исходной культуры протея. 

Выводы 

1. Под действием пенициллина у Proteus vulgaris образуют­
ся сначала сферопласты, затем нестабильные и стабильные 
Л-формы. В отсутствии пенициллина нестабильные Л-формы 
реверсируют уже на первом пассаже. Напротив, стабильные 
Л-формы не дают реверсии, либо реверсируют через большое 
число пассажей на среде без пенициллина. 
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2. При образовании сферапластов возникает вздутие на кон­
це или посередине клетки, наруж~:~ая мембрана во многих участ­
ках значительно отходит от цитоплазматической мембраны. 
В культуре нестабильных Л-форм большинство клеток имеет 
две мембраны, а также имеется значительное число лизпро­
ванных клеток и обрывков мембран. У стабильных Л-форм 
клетки огра}!ичены одной мембраной. При реверсии клетки при­
обретают палочковидную форму, но клеточная стенка местами 
значительно отходит от цитоплазматической мембраны, обра­
зуя довольно широкое периплазматическое пространство. 
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Н. А. БОБЫКИНА, О. Е. НАЗАРЬЕВ, Г. А. УГОДЧИКОВ 

ИССЛЕДОВАНИЕ ДИНАМИКИ ПРОЦЕССА ФАГОЛИЗИСА 

ESCHER!CHIA COL/ С УЧЕТОМ ВТОРИЧНОГО РОСТА 6АКТЕРИй 

В настоящее время в микробиологической промышленности 
все большее значение приобретает процесс непрерывного куль­
тивирования микроорганизмов. Однако в производстве фагов 
переход от периодического к непрерывному культивированию со­

пряжен со значительными трудностями, связанными с тем, что 

через некоторое время после полного фагализиса начинается 
вторичный рост устойчивых к бактериофагу микробных клеток. 
Возможно, что подбором определенных скоростей протока при 
непрерывном культивировании у дастся достичь такого состоя­

Аия, при котором устойчивые к фагу бактерии б у дут вымывать­
ся, однако для этого необходимо изучить соотношение удельных 
скоростей· роста чувствительных и устойчивых форм микроор­
ганизмов. 

Цель настоящей работы- исследование динамики процесса 
фагализиса с учетом вторичного роста бактерий. Для исследо­
ваний использовали кишечную палочку Е. coli (штамм 0-44 
N2 97) и ДИК-содержащей фаг. Е. coli инкубировали в реакто­
ре на разведенном МПБ N2 10 при температуре 37 ос. Культу­
ру смывали с фляжки, используя 4,5 мл стерильного бульона. 
Посев бактерий производили с таким расчетом, чтобы исходная 
концентрация их составляла около 20 млн/мл. Начальная кон­
центрация фагов была О, 1 %. Концентрацию биомассы бакте­
рий измеряли по величине оптической плотности на ФЭК-56М 
при длине волны 540 ± 30 им. Концентрацию РНК измеряли 
орциновым методом в модификации Мейбаум [ 1] . Активность 
бактериофага определяли по методу Аппельмана [2]. Стати­
стическую обработку данных производили на ЭЦВМ Hewlett­
Packard 9830 А. 

Нарастание биомассы кишечной палочки в контрольном опьi­
те соответствовало классической кривой роста популяции мик­
роорганизмов (рис. 1). В часовой культуре при фагализисе 
скорость лизиса начинала превышать скорость роста биомассы 
бактерий. Полный лизис чувствительных клеток наблюдался 
в полуторачасовой пробе. Оптическая. плотность здесь практи-
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Pnc. 1. Динамика биомассы клеток Е. coli. 
1- кривая фаголизиса (перnичный рост); 2- контрольная проба; 3- втори•I· 

ны!! рост. 

Рис. 2. Динамика биомассы фагов. 
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Рис. 3, Динамика концентрации тотальной РНК (а) и концентрации 
РНК в единице биомассы (6). 

1- при фаголиэисе; 2- в контрольной пробе; 3- при вторичном росте бакте· 
рий. 
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Рис. 4. Удельная скорость роста бактерий чувствительных (1) и устой· 
чивых (2) к фагу. 

Рис. 5. Зависимость скорости роста биомассы бактерий от концентра­
ции РНК. 



Рис. 6. Зависимость логарифмической скорости ро­
ста фагов от концентраций РНК. 

чески равнялась нулю. В то же время 
концентрация фага достигала максималь­
ной величины порядка l О 10 частиц в 
l мл (рис. 2). В течение последующих 
3,5 ч оптическая плотность была близка 

f 2 
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к нулю. После пяти часов инкубации начинался вторичный рост 
бактерийных клеток, связанный, вероятно, с мутациями, либо с 
приспособлением бактерий к новым условиям без изменения 
наследственной структуры. 

На различных стадиях процесса фагализиса определяли 
концентрацию тотальной РНК (рис. 3, а). При этом исходили 
из предположения, что синтез биомассы фагов зависит от ко­
личества рибосом в клетке-хозяине. А поскольку на рибосо­
мальную РНК приходится около 85 % суммарной РНК клетки 
[3], то, определяя содержание последней, можно с достаточ­
ной точностью оценить количество рибосом. 

Динамика изменения концентрации РНК в единице био­
массы в контрольной и опытной пробе (см. рис. 3, б) показы­
вает, что максимальная концентрация РНК в единице биомас­
сы у устойчивых к фагу бактерий почти вдвое меньше, чем 
у чувствительных. 

Были вычислены также удельные скорости роста чувстви­
тельных и устойчивых к фагу бактерий (рис. 4). В результате 
проведеиных исследований выяснено, что удельная скорость 
роста чуствительных к бактериофагу клеток значительно пре­
вышает удельную скорость роста устойчивых форм, что, очевид­
но, может иметь важное значение для непрерывного культиви­

рования фагов. 
Между концентрацией бактериальной РНК и скоростями 

синтеза фагов и бактерий существует корреляция. Зависимость 
между концентрацией РНК и скоростью синтеза клеток Е. coli 
носит характер, близкий к линейному (рис. 5). Излом на пря­
мой, вероятно, не связан с содержанием рибонуклеиновой кис­
лоты, а объясняется другими факторами, природа которых пока 
не ясна. Возможно, что лимитующим фактором процесса роста 
биомассы бактерий на этой стадии является концентрация одно­
го из субстратов, содержащихся в культуральной жидкости. 
Что касается зависf!мости между содержанием РНК и скоро­
стью синтеза фагов, то, исходя из данных, приведеиных на 
рис. 6, можно сделать вывод, что связь между этими двумя 
переменными носит монотонный характер. 

На основе полученных результатов представляется возмож-
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ным оценить критическую скорость разбавления для устойчи­
вых бактерий при непрерывном культивировании. По-видимому, 
экспериментальные исследования динамики процесса фагали­
зиса в проточных условиях позволят дать окончательный ответ 
о возможности получения биомассы фагов без вторичнорасту­
щих бактерий в условиях непрерывного культивирования. 
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ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИй · 1980 

А. Г. Тt<АЧЕНКО 

О СООТНОШЕНИИ СЕЛЕКТИВНОГО И АУТОМЕТА&ОЛИЧЕСКОГО 

ТИПОВ РЕГУЛЯЦИИ ЧИСЛЕННОСТИ 

И СТРУКТУРЫ &АКТЕРИАЛЬНЬIХ ПОПУЛЯЦИй 

Развитие исходно гетерогенных внутривидовых бактериаль­
ных популяций в сложных органических и минимальных синте­
тических питательных средах- многоступенчатый филигран­
ный процесс. Во-первых, ряд сред (например, минимальных), 
казалось бы, не может обеспечить развитие всех, в том числе аук­
сотрофных вариантов, входящих в состав засеваемых неодно­
родных внутривидовых популяций. Во-вторых, при росте микро­
организмов ряд свойств среды- уровень отдельных питатель­
ных компонентов, источников энергии, физико-химические li 
другие параметры-направленно меняется, и измененная сре­

да может в дальнейшем выступать как селективный фактор 
в развитии культуры. В-третьих, входящие в состав неоднород­
ной по генотипу популяции особи в разной форме и степени 
подвержены регуляторному влиянию экскретируемых в среду 

аутофакторов, составляющих ранее описанную нами систему 
специфической аутаметаболической регуляции развития микроб­
ных популяций [1-3]. 

Поэтому можно предположить, что в меняющихся условиях 
и даже на разных фазах развития культур в исходно однотип­
ной среде отдельные варианты- прототрофы и зависимые~ 
быстро и медленно реплицирующиеся формы, кислотоустойчи­
вые и иные особи, которые более устойчивы, чьи запросы наи­
более полно удовлетворяются измененной средой развития или 
варианты, более подверженные регуляторным влияниям ауто­
метаболитов- могут временно получать селективные преиму­
щества. Лучшее выживание и преимущественное накопление 
таких форм может не только в значительной мере изменить 
структуру, темп развития культур, но и определить судьбу по­
пуляции в целом. 

Ранее нами [ 1-3] была описана динамика структуры ис­
ходно гетерогенной внутривидовой популяции Е. coli, периоди­
чески культивируемой в селективной для прототрофов мини­
мальной среде М-9 со своеобразным соотношением прототро­
фов и зависимых, быстро и медленно реплицирующихся форм 
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на разных фазах развития культур. Накопленная информация 
оказалась столь своеобразной, что программа опытов была 
расширена и исследования продолжены. В настоящей работе 
описанные опыты использованы как контрольные в сопоставле­

нии с наблюдениями за развитием однотипных популяций 
в фильтратах изогенных культур, где микроорганизмы кроме 
«алиментарных» селективных воздействий подвергзлись влия­
нию специфических стимулирующих аутометаболитов, входя­
щих в систему аутаметаболической -регуляции развития. 

Материалы н методы исследования 

В эксперименте использовали неколициногенный производ­
ственный штамм Е. coli М-17 1• Для засева на синтетическую 
среду М-9 применяли 18-часовую бульонную культуру, которую 
отмывали в физиологическом растворе и доводили до концент­
рации 10 и 100 млн/мл. Культивирование проводили с постоян­
ным персмешиванием при температуре 37 °С. Периодически 
(с интервалом 3 ч) в культуре исследовали: 1) концентрацию 
микроорганизмов- прямым подсчетом в камере Горяева с по­
мощью фазаво-контрастной микроскопии; 2) процент живых 
особей- стандартным методом высева серийных разведений 
образцов на мясо-пептонный агар; 3) уровень глюкозы в среде 
по методу А. Б. Райцис, А. О. Устиновой [4], экстрацеллюляр­
ного белка по методу Лоури [5], рН среды на потенциометре 
рН-340; в отдельных опытах определяли концентрацию в среде 
ионов К+ и Na+ на пламенном фотометре ФПФ-58; соотноше­
ние прототрофной и зависимой фракций популяции определя­
ли параллельными высевами образцов на МПА и агаризаван­
ную среду М-9; 4) структуру прототрофной фракции популя­
ции по скорости роста составляющих ее особей в условиях 
синтетической агаризаванной среды М-9 во всех характерных фа­
зах роста культуры; 5) потребность составляющих популяции 
вариантов в 36 ростовых веществах- методом Холлидея [6]. 

Основное внимание было уделено исследованию динамики 
структуры популяции по скорости роста составляющих ее осо­

бей. Поэтому подробнее остановимся на методе, который был 
использован для определения данного показателя. В намечен· 
ные сроки из развивающейся популяции делали в-ыемки, кото­
рые засевали на чашки Петри с агаризаванной средой М-9 
в концентрации, обеспечивающей появление на чашках числа 
колоний, опт1:1мально поддающегося учету и не превышающего 

50-80 колоний, при приблизительно равномерном их распре­
делении на чашке Петри диаметром 11 см. Чашки с посевами 
термостати ровали 48 ч при температуре 37 °С. 

1 Автор благодарит сотрудников ПНИИВС Н. И. Подчас и Е. Л. Красик 
за предоставленный штамм. 
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Учет результатов проводили следующим образом. Чашку 
Петри с выросшими на ней колониями помещали на предмет­
ный столик бинокулярного микроскопа МБИ-3 и с помощью 
окулярмикрометра измеряли диаметры всех входящих -в поле 

зрения колоний. Поля зрения меняли до тех пор, пока число 
всех измеренных колоний не составляло 100-150. Диаметр ко­
лонии, выросшей через 48 ч инкубирования, служил условной 
мерой скорости размножения посеянной на среду клетки. Полу­
ченные таким образом значения группировали в вариационный 
ряд. Этот ряд разбирали на классы, размер которых определяли 
по формуле Стерджеса [7]. Затем подсчитывали среднее коли­
чество колоний каждого класса. Зная процент живых микроорга­
низмов в популяции и среди этих живых число колоний каждого 
класса, приходящееся на чашку, определяли частоту клеток в по­

пуляции, дающих на среде М-9 колонии определенного диамет­
ра, т. е. обладающих характерной для них скоростью роста на 
минимальной селективной среде. 

Результаты н нх обсуждение 

Как уже упоминалось, основная цель настоящей работы- ис­
следование возможных приспособительных реакций бактериаль­
ной популяции на относительно селективные воздействия, возни­
кающие в условиях прерывистого культивирования в синтетиче­

ской среде М-9. Ранее [1-3] указывалось на существование 
в популяциях Е. coli М-17, развивающихся в минимальных син­
тетических (контролируемых и частично коррегируемых) средах, 
метаболической системы регуляции, способствующей поддержа­
нию оптимальной численности популяции в меняющихся усло­
виях средьi. Однако регулирующее влияние не исключало одно­
временно протекающие селективные приспособительные процес­
сы, регулирующие численность популяции посредством преиму­

щественного накопления в ней наиболее приспособленных к сре­
де обитания прототрофных или зависимых вариантов, состав­
ляющих популяцию. 

Для того, чтобы по возможности изолированно проследить 
эти два типа регуляторных реакций популяции, необходимо было 
подобрать такие условия, в которых бы преобладал один из них. 
По нашему предположению, такие условия можно создать, из­
меняя засевную концентрацию микроорганизмов. Используя ма­
лые засевные концентрации бактерий, мы на определенное вре­
мя как бы сводим к минимуму возможность накопления в среде 
метабо.11итов до концентрации, способной оказать регулирующий 
эффект. В таких условиях на первый план должны выступать 
процессы селективного приспособления популяции к условиям 
минимальной среды, рассчитанной на развитие прототрофной 
фракции популяции. Наоборот, большие засевные концентрации 
микроорганизмов благоприятствуют быстрому накоплению в сре-
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Динамика численности Е. coli М-17 nри 
различной засевной концентрации, 

млн/мл: 
1- 10; 2- 100; 3- 10 (развитие в фильтрате 

изологичной кудьтуры). 

де аутаметаболитов до уровня, 
способного оказать влияние, ре­
гулирующее рост популяции 

12 2Ч 36 'f8 [ 1-3] . Поэтому в настоящих ис-
6ре111якgльти6иро6ания,v следованиях, как и в предыду­

щих опытах, были использованы 
дозы инокулята, обеспечивающие концентрацию микроорганиз­
мов в среде развития, равную 10 и 100 млн/мл. 

К.аждый вариант опыта проводился троекратно. На рисунке 
приведено графическое изображение динамики численности по­
пуляций при засевной концентрации 10 и 100 млн/мл. К.ривые 
построены на основе средних значений концентрации микроорга­
низмов, определенной в трех экспериментах. 

При сравнении динамики численности этих популяций преж­
де всего обращает на себя внимание отличие в длительности 
лаг-фазы. Если в первом случае она достигала 24 ч, то во вто­
ром- практически отсутствовала или слабо выражена. Этот 
факт является частным выражением общих закономерностей 
развития микробных культур, где длительность лаг-фазы высту­
пает функцией засеваемой дозы. Длительность экспоненциальной 
фазы роста и максимальный уровень накопления биомассы 
в обеих популяциях приближались, если не копировали друг 
друга. Изменения основных показателей среды происходили про­
порцианальна накоплению биомассы. Результаты их в виде сред­
них величин по трем опытам приведены в табл. 1. 

Весьма интересна динамика внутрипопуляционных сдвигов 
в культуре по скорости роста составляющих ее вариантов, вы­

явленная засевами в среду малых и бо.r~ьших доз Е. coli. 
Средние (по трем опытам) данные, характеризующие дина­

мику структуры популяции при засеве 10 млн клеток на 1 мл 
среды М-9 (табл. 2) показали, что частота клеток, способных да­
вать потомство на агаризаванной среде М-9, в иноку.r~яте была 
мала и составляла 7,9Х 10-в. При этом наблюдалась значитель­
ная гетерогенность составляющих по скорости роста. Методом 
Холлидея установлена зависимость основной части популяции по 
глютаминовой и никотиновой кислотам. Такая картина сохраня­
лась, по крайней мере, в течение первой половины лаг-фазы, 
Дальнейший период, очевидно, можно связать с селективными 
процессами, протекающими в популяции, в результате которых 

произошел отбор вариантов, способных расти на синтетической 
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среде со сравнительно высокой скоростью. Об этом свидетельст­
вует тот факт, что к 29-му часу развития произошла перестрой­
ка популяции, все особи которой были способны с относительно 
высокой скоростью размножаться в условиях минимальной сре­
ды. Этот период совпадал во времени с переходом культуры 
в экспоненциальную фазу роста и продолжался до 38-го часа 
наблюдения. Дальнейшая стабилизация и уменьшение числен­
ности популяции происходили на фоне появления и увеличения 
зависимой фракции: частота клеток, не способных образовывать 
I<Олонии на минимальной агаризаванной среде М-9, в культуре 
возрастала до 30% к 44-му и 88% к 115-му часу наблюдения. 
При этом методом Холлидея установлена их двойная зависи­
мость по глютаминовой и никотиновой кислотам. 

Как уже указывалось, именно этот период развития культуры 
характеризовался мав:симальным накоплением в среде внекле-

1'очного белка, являющегося, по-видимому, следствием распада 
клеток популяции и накоплением продуктов обмена. В таких 
условиях, очевидно, зависимые варианты, способные утилизи­
ровать экстрацеллюлярный белок и продукты его распада, при­
обретают равную, а впоследствии большую селективную цен­
ность. Следствием этого процесса можно объяснить факт пре­
обладания в культуре в этот период зависимых вариантов. 

Совершенно иная картина сопровождала развитие популя­
ций, формируемых большими засевными дозами (табл. 3). Обоб­
щенные результаты трех аналогичных опытов показали, что ис­

ходная частота клеток, способных образовывать колонии на сре­
де М-9 в иноку л яте, была в данном случае· приблизительно той 
же, что и в предыдущей серии опытов с малыми засевными кон­
центрациями. Неизменной оставалась и структура этих форм 
по скорости роста. Однако в дальнейшем структура популяции 
не претерпевала существенных изменений на всех этапах ее 
развития, и первоначальное соотношение быстро и медленно 
растущих, способных к развитию на минимальной и обогащен­
ной средах, форм оставалось приблизительно однотипным. 

ТакИм образом, фактически рост численности популяции осу­
ществляется в основном за счет зависимой фракции к.'lеток. Та­
кое явление, очевидно, может наблюдаться лишь в случае при­
сутствия в среде достаточных количеств биоорганических ве­
ществ, поступление которых возможно за счет экскретирования 

прототрофами аутометаболитов, либо за счет гибели и распада 
части клеток. Накопление этих веществ до необходимой кон­
центрации, естественно, будет происходить тем быстрее, чем 
больше исходная численность популяции. По-видимому, именно 
с такой ситуацией мы сталкивались при засеве больших доз 
бактерий. 

Высказанное предположение подтверждается и тем, что по­
добная картина при засеве малых доз складывалась лишь на 
nоздних этапах развития. 
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Дина VIИKa физико-химических 

Продолжи- рН среды Концентрация 

тельность 

1 1 

культиви-

рования, ч 1* 11 111 1 

о 7 ,00± 0,000 7,00±0,000 7 ,05±0,025 400,00± 0,000 

3 7,00±0,000 6,87±0,034 6,64±0,085 400,00±0,000 

6 7 ,00±0,000 6,57±0, 103 6,25±0,073 400,00± 0,000 

9 7 ,00± 0,000 6, 10±0, 103 5,80±0,049 400,00±0,000 

12 7 ,00± 0,000 5,65± 0,034 5,47±0,097 400,00±0,000 

15 6, 98±0,017 5,27± О, 103 х 391 ,67±5, 125 

18 Не опр. 5,20±0, 137 х Не о пр. 

21 Не опр. 5,17±0,103 х Не опр. 

22 6,98±0, 17 х** х 391,67±5,125 

25 6,92± 0,017 х х 376,67± 10,249 

28 6,87±0,034 х х 368 ,33± 17,082 

31 6 ,82± 0,068 х х 366,67± 17,082 

34 6, 75±0. 137 х х 325,00± 10,249 

37 6,03±0,017 х х 323 '33 ± 22' 207 
40 5,65±0, 137 х х 162,33 ± 11,274 

43 5,30±0,000 х х 79, 33± 4,441 

46 5,25±0,188 х х о 

* Засев, мднjмл: 1-1 О, 11-1 00; 111- развитие в фильтрате nри засеве 1 О млнjмл. 
** Знак «Х» означает, что оnыт nрекращен. 

Динамика структуры популяции Е. coli М-17 по скорости роста 

Продо-"жительность 

Диаметр 
колоний. мм 

1 1 

о 9 29 

0,05-0,25 0,39±0,013* 0,43±0,033 -
0,30-0,55 0,39±0,018 0,43±0,027 -
0,60-0,85 о, 11 ±0,004 0,04±0,004 -
0,90-1' 15 0,06±0,009 0,06±0,003 0,92±0,085 
1,20-1,45 0,05±0,014 0,04±0,003 о, 12±0,022 
1,50-1,75 - -

1 

-
1,80-2,05 - - -

Частота клеток, (7,87± (5,68± 1,0 
образующих ко- о.759)х ю-6 О,69)х 10-6 

,1онии на среде 

М-9 

• Здесь и далее- частота клеток, образующих колонии указанного размера. 



Таблица J 
показателеА среды 

глюкозы в среде, мг % :Концентрация белка в среде, мкгjм.• 

11 
1 

111 1 
1 

11 
1 

111 

406 ,66± 6,833 400,00±0,000 о о 65,00± 2,427 

340,00± 10,249 333 '00± 9' 224 о 71 ,00±3,416 63, 50±3,641 

148,00±11,957 245,00± 12,136 25,00±3,416 78,33 ± 3,416 62,25± 2,427 

78,33±5, 125 84,00±1,942 29,00±3,416 90,00±3,758 68' 25 ± 2, 913 

29,00±2.391 23, 75± 2,427 30,00±4, 100 123,33±3,416 67 ,00± 3, 156> 

о х 31 '67± 3,416 133. 33 ± 1 '708 х 

о х Не опр. 138,33±1,708 х 

о х Не опр. 140,33± 0,342 х 

х х 33,33± 5, 12.) х х 

х х 41 ,00± 3,416 х х 

х х 51 • 67 ± 5 ' 125 х х 

х х 54,67±5, 125 х х 

х х 60,00± 4,441 х х 

х х 63,33±3,416 х х 

х х 71 ,00± 2,391 х х 

х х 80,67±2,050 х х 

х х 95,00±5,125 х х 

Таблица Z 
при засевной концентрации 10 млнjмл 

культивирования, ч 

35 
1 

38 
1 

44 
1 

115 

- - - -
- - - -
- - - 0,02 ±0,0006 

0,85±0,085 0,92±0,510 - 0,02±0,002 
0,22±0,022 О, 12±0,022 - 0,52±0,034 

- - 0,65±0,034 0,37±0,036 
- - 0,20±0,034 0,07±0,001 

1 ,о 1 

1 

1 ,О О, 78±0,034 о, 12±0,016 



Таблица 3 

Динамика структуры популяции Е. coli М-17 по скорости роста 
при засевной концентрации 100 млнjмл 

Продолжительность культивирования, ч 

Днаметр 
КО~'lОНИЙ, М!\1 

1 1 1 
о 3 1 о 21 

0,05-0,25 0,23±0,003* О, 18±0,006 0,23±0,023 0,20±0,003 
0,30-0,55 0,27 ±0,009 0,25±0,025 0,26±0,012 0,25±0,005 
0,60-0,85 0,24±0,023 0,26±0,027 0,23±0,017 0,28±0,014 
0,90-1' 15 о, 14±0,034 о, 19±0,023 О, 17±0,009 О, 18±0,014 
1,20-1,45 о, 11 ±0,005 0,11±0,009 0,11±0,012 О, 12±0,016 

Частота кл е-

ток, образую-
щих колонии на 

среде М-9, Х 10-6 11 '97 ± 1 '~98 11,93±0,718 10,60±0,584 12,53 ±0, 991 

• Здесь 11 далее- частота клеток, образующих колонии указанного размера. 

Один из возможных подходов к выяснению данного предпо­
~'lожения был использован нами в следующей серии опытов. 
В первых четырех аналогичных экспериментах с помощью опи­
санных выше тестов мы проследили развитие популяций, фор­
мируемых малыми засевными концентрациями в фильтрата~ 
изологичных культур. 

Для этого предварительно в среду М-9 засевали 10 млн/мл 
клеток исследуемого штамма и культивировали, как это описано 

выше. Периодически контролировали концентрацию микроорга­
низмов. Через 37 ч инкубирования, т. е. в экспоненциальной 
фазе роста, при содержании в исходно небелкавой среде 63 мг/л 
экстрацеллюлярного белка, культуральную жидкость освобож­
дали от клеток путем фильтрации через бактериальные свечи 
Ф-7. В полученном фильтрате доводили уровень глюкозы и рН 
до исходных значений интактной среды. После этого в откорре­
гированный по данным показателям фильтрат вновь засевали 
10 млн/мл клеток того же штамма. Численность этой популя­
ции изображена на рисунке (кривая 3). При анализе ее прежде 
всего обращает на себя внимание почти полное отсутствие лаг­
фазы. По этому признаку рост популяций, формируемых малы­
ми засевными концентрациями в фильтрате, напоминал таковой 
при засеве больших доз в интактную среду М-9. 

Таким образом, засев малых доз в фильтрат изологичной 
куJJьтуры способствовал укорочению лаг-фазы и быстрому на­
копдению биомассы до максимадьных значений. При этом конт­
ролируемые параметры среды изменялись в соответствии с на-
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Таблица 4 
Динамика структуры популяции Е. coll М-17 по скорости роста 

(развитие в фильтрате изологичной культуры при засеве 10 млн/мл) 

Продолжительность культивирования, ч 
Диаметр 

колоний, мм 

1 1 1 

о 3 10 21 

0,05-0,25 0,33±0, 18* 0,29±0,021 0,35±0,013 0,29±0,029 
0,30-0,55 0,35±0,015 0,33±0,009 0,29±0,008 0,34±0,030 
0,60--0,85 О, 12±0,006 0,17±0,025 О, 16±0,017 0,20±0,011 
0,90--1,15 О, 10±0,004 0,11+0,004 О, 13±0,016 О, 10±0,012 
1,20--1,45 О, 10±0,008 О, 10±0,006 0,08±0,008 0,08±0,009 

Частота кле-

ток, образующих 
колонии на среде 

М-9,Х 10-6 8,90±0,238 9,00±486 9,20+0,631 8,90±0,255 

• Здесь и далее- частота к,1еток, образующих колонии указанного размера. 

копленнем биомассы (см. табл. 1). Исключение составляла кон­
центрация белка. Она оставалась приблизительно на первона­
чальном уровне в фильтрате и колебалась в пределах 65-
68 мкг/мл. 

Особого внимания заслуживают данные, отражающие в та­
ких опытах динамику структуры популяции по скорости роста 

в фильтратах (табл. 4). Полную оценку этих исследований мож­
но дать в сравнении с результатами аналогичных исследований, 

проведеиных с засевами тех же доз бактерий в интактную среду. 
Если структура инокулята в обоих случаях приблизительно 

совпадала, то при развитии популяции в фильтратах она не из­
менялась. В интактной же среде структура популяции претер­
певала глубокие внутрипопуляционные сдвиги (см. табл. 2). 

В этом смысле популяции, развивающиеся в фильтрате, ана­
логичны популяциям, формируемым большими засевными доза­
ми в интактной среде. Сходство их в отношении динамики чис­
ленности уже отмечалось выше. Хотя все еще остается невыяс­
ненным, что направляет развитие этих, отличных друг от друга, 

популяций по единому пути, мы предполагаем, что ведущая 

роль здесь принадлежит факторам аутаметаболической приро­
ды~ Присутствие их в среде, по-видимому, делает возможным 
развитие популяции без предварительной селективнои пере­
стройки ее структуры. Такой своеобразный механизм приспо­
собления к относительно селективным условиям среды дает 
большое преимущества в виде быстрого накопления численности 
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микроорганизмов до оптимального уровня, позволяющего по­

пуляции длительное время выживать в относительно обедненных 
и меняющихся условиях среды. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИй НАУЧНЫй ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 1980 

Л. Е. КАйГОРОДОВА 

МЕТОД ПЕРВИЧНОГО КЛОНАЛЬНО-КОЛОНИАЛЬНОГО АНАЛИЗА 

КИСЛОТОУСТОйЧИВОСТИ И ИССЛЕДОВАНИЕ ГЕТЕРОГЕННОСТИ 

ПОПУЛЯЦИЙ ESCHER!CНIA COL/ ПО ЭТОМУ ПРИЗНАКУ 

Среди факторов, определяющих возможность, быстроту ро­
-ста и размножения бактерий в лабораторных и природных усло­
виях, концентрация свободных ионов н+ и он-- один из основ­
ных. Можно полагать, что возможность логлощения и утилиза­
ции различных веществ, как и реализация тех или иных путей 

обмена веществ и энергии во многом определяется рН среды. 
Усnешный опыт выделения из природных биогеоценозов ви­

дов и штаммов, способных к развитию в средах с рН от 1 до 12, 
позволил сформулировать обоснованный вывод о возможном 
формировании характерных для этих условий и видов метабо­
Jiичесиих путей, отражающих этапы макроэволюционного при­
способительного процесса и обеспечивающих занятие экологи­
ческих ниш с резко отличной по рН средой обитания. При этом 
возможность развития микроорганизмов при крайних значениях 
рН- достаточно стабильный генетический признак, так как из­
менение рН в кислую или щелочную сторону вызывает выра­
женное угнетение процессов их роста и размножения [ 1-8] . 

Для большинства патогенных и части сапрофитических бак-
1'ерий нейтральная или слабощелочная среда является оптималь­
ной. Поэтому искусственное закисление среды или накопление 
в ней кислых микробных аутаметаболитов в значительной мере 
замедляет, хотя и не всегда полностью прекращает, развитие 

популяций. Для объяснения этого явления привлекались сведе­
ния о возможной экскреции в среду обитания щелочных хела­
тов, изменении регуляции внутриклеточного транспорта кислых 

или щелочных веществ, значении буферности внутренней среды 
клетки, синтезе изоферментов с иным оптимумом рН или на­
правленной фазовой смене путей обмена под влиянием регуля­
торных аутаметаболитов [9] . 

Важное значение указанных факторов в процессах опосредо­
ванной регуляции микробного синтеза при колеблющихся зна­
чениях рН среды бесспорно, а поэтому перечисленные механиз­
мы следует отнести к адаптивным- фенотипическим. Однако 
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это, видимо, не исключает возможность возникновения в составе 

популяции вариантов с измененными генотипами, которые опти­

мально реализуются в средах с соответствующими рН. Сущест­
вование таких преадаптивных форм и селективное их накоште­
ние при изменении рН среды может явиться еще одним, ранее 
неизвестным, типом приелособительных процессов, реализуемых 
на популяционном уровне. 

Для обоснования выдвинутой гипотезы представлялось не­
обходимым, во-первых, разработать способ достаточного мас­
сового первичного клонально-колониального анализа внутриви­

довых бактериальных популяций на забуференных плотных пи­
тательных средах с градиентом рН от 4 до 8, во-вторых, уста­
новить наличие (или отсутствие) гетерогенности внутривидовых 
популяций по этому признаку, в-третьих, по возможности про­
следить в динамике протекание селективных процессов в исход­

но гетерогенных по этому маркеру популяций при развитии их 
в закисляемых питательных средах. 

В работе использовали эталонную производственную культу­
ру Е. coli М-17, являющуюся основой лечебного и профилакти­
ческого препарата колибактерина. Штамм предварительно пас­
сировали на минимальной синтетической среде М-9 с рН равным 
7-7,1 [10]. 

Из культуры, которая развивалась в некоррегируемой по рН 
среде, делали выемки в латентной фазе, в фазах логарифмиче­
ского роста и отмирания. Взятые пробы центрифугировали и 
клетки дважды отмывали, после чего делали десятикратные раз­

ведения для высева на чашки Петри. 
Плотные индикаторные среды готавились на основе единого 

цитратнаго буфера [12], кроме которого в состав сред включа­
лись компоненты среды М-9. Учитывая входящий в состав буфе­
ра Na2HP04, из солевого концентрата стандартной среды М-9 
были изъяты Na2HP04 и КН2РО4, введены NaCI и KCI в эквива­
лентном количестве. В результате солевой концентрат для бу­
ферных сред имел следующий состав, г: KCI- 17,3, NaCI- 5, 
NH4Cl- 10 в 1000 мл. Отсюда полный состав сред: лимонная 
кислота +Na2HP04 (в соотношении, необходимом для создания 
нужного рН) +солевой концентрат (в модификации для кислых 
сред)+ 20 мл глюкозы (20 %-й раствор)+ 10 мл 0,1 М 
MgS04 + 10 мл 0,01 М СаС\2 +Н20 (до 1000 мл) + агар Диф­
ко (от 1,5 до 3% концентрации). В экспериментах были ис­
пользованы индикаторные питательные среды с рН от 4,4 до 8. 
Получить плотные среды с более низким рН не удалось из-за 
разжижения агара. Проверка соответствия заданной и получен­
ной концентраций водородных ионов в среде проводилась с 
помощью рН-метра 340 после сведения всех ее компонентов. 

По числу колоний, выросших на чашках с той или иной ин­
дикаторной средой, определялся удельный вес вариантов, спо­
собных к росту при определенном рН среды. Диаметры расту-

86 



щих колоний измеряли ежедневно, в течение 8-9 сvток. Ста­
тистическую обработку результатов проводили по общеприня­
той методике с помощью критерия Стьюдента 1 • 

Анализ результатов экспериментов, которые мы рассматри­
ваем как предварительные, показал следующее. 

Предлагаемая методика первичного клонально-колониаль­
ного анализа на градиенте плотных минимальных синтетиче­

ских сред в целом оказалась приемлемой. Во всех случаях рН 
плотных индикаторных сред, изготовленных по описанной выше 
пропИси, соответствовал расчетному. В диапазоне рН 4,4-8 они 
имели достаточно плотную консистенцию и не деформировались 
при засевах и дальнейшем термостатировании. Высокая про­
зрачность сред позволяла легко и достоверно проводить изме­

рения и макроскопию выросших колоний в проходящем свете, 
не вскрывая чашек и не нарушая стерильности засевов. 

Совпадающие результаты изучения одинакового посевного 
материала на разных сериях однотипной среды позволяют рас­
ценивать получаемую информацию как достоверную. Можно 
полагать, что среды, построенные на основе буферных рас­
творов, сохраняли исходное селективное значение рН по край­
ней мере на первых этапах развития колоний. 

Относительно высокая стандартность и демонстративность 
использованной методики уже в первых Qпытах позволила вы­
явить неоднородность производственного штамма М-17 Е. coli 
по способности роста составляющих его вариантов на питатель­
ных средах с разным рН. В инокуляте, взятом на логариф­
мической фазе роста, как и на соответствующем этапе разви­
тия культуры, из каждых 100 засеянных живых клеток на плот­
ных индикаторных средах с рН 7,0 вырастало 98-100 %, с рН 
6; 5; 4; 8; 4,6; 4,4 соответственно- 80; 60; 52; 48; 28 %. Неодно­
родность популяции по избранному маркеру сохранялась и на 
других этапах развития опытной культуры (фазах адаптации и 
старения), хотя распределение в популяции особей, способных 
расти на средах с рН 4,4-7, уже было несколько иным. Оче­
видно, предлагаемые среды могут быть использованы как инди­
каторные, позволяющие устанавливать и изучать гетероген­

ность бактериальных популяций по избранному прнзнаку, а 
также, возможно, и как селективные- для отбора клонов, спо­
собных к росту при необычных для данного вида значениях рН. 

Можно предположить, что гетерогенность проявляется и на 
средах с щелочным значением рН. Во всяком случае, при за­
севе тех же опытных образцов на аналогичную среду с рН 8 
доля выросших колоний снижалась до 70-60 и 30 % при ана­
лизе внутривидовых популяций, взятых на этапах .lогарифми­
ческого роста, отмирания и адаптации. 

1 Большую помошъ в статистической обработке материа.1а оказал 
О. Н. Октябрьскнй. 
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Рис. 1. Изменение рН при длитель­
ном периодическом культивирова­

нии Е. coli М-17 на среде М-9. 
1- динамика численности микроорга­

низмов; 2- рН среды. 

Длительное (до 192 ч) 
культивирование в среде 

М-9 сопровождалось законо­
мерным изменением ее рН 
ОТ 7 ДО 5,3 (рис. 1). В ЭТИХ 

условиях процент клеток, способных развиваться на среде 
с рН 5 возрастал с 41 до 70-80 %, на среде с рН 4,8- от 
38 до 70 %, на плотных средах с рН 4,6-4,4, соответственно­
от 32-24 до 60-50 % (рис. 2). 

Такие бо.гrьшие изменения процента особей в популяции, спо­
-собных к росту на индикаторных средах с низким значением 
рН вряд ли случайны. Скорее они отражают либо физиологиче­
-скую перестройку обменных процессов, либо являются следст­
вием селекции генотипов, способных к преимущественному рос­
'У в меняющихся условиях среды. Неспособиость части попу­
ляции осуществлять свой метаболизм на средах с рН 4,4-4,8 
(при выраженном размножении других) скорее свидетельству­
ет о наличии качественных, чем количественных различий, а 
наблюдаемая динамика структуры популяции- о гено-, а не 
фенатипической ее перестройке при изучаемом селективном воз­
действии. 

Подтверждение высказанной гипотезы мы находим и в ре­
зультате определений быстроты размножения вариантов, рас· 
тущих на индикаторных средах. Ранее [11] была описана пря­
мая зависимость между накоплением биомассы и диаметром 
бактериальных колоний при развитии Е. coli штамма 17 на сре­
дах типа МПА, Эндо и М-9. Нами этот тест был применен для 
оценки скорости роста вариан­

тов с различной кислотоустой­
чивостью. Как уже указыва-

Рис. 2. Для клеток Е. coli, способных 
к росту на средах с разными значе­

ниями рН по фазам развития куль-
туры. 

1- фаза адаптации; Il- экспоненциальная 
фаза; 1/l- фаза отмирания. 1-2- значе­
ния рН: 1- 4. 2- 4,6; 3- 4,8; 4- 5; 5-6; 

6- 7; 7- 7,2; 8- 8. 
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Рис. 3. Динамика размеров 
ко.1оний Е. coli М-17 на сре­
дах с разными значенияУiи 

рН. Клетки высеяны в фазе 
адаптации (2-ой ч развития 
~;ультуры) -а; в фазе экс­
поненциа.lьного роста ( 11 ч 
развития культуры) -б; 
в фазе отмирания ( 192 ч 

развития культуры) -в. 
1-8- значения рН; 1 - 4,4; 
2- 4,6; З- 4,8; 4- 5; 5- G; 

6-7; 7-7,2; 8-8. 
Среда М-9 показапа сплошноi! 

кривой со знаком «Х». 

.Тiось, инокулят с выемки из культур на фазах адаптации, .Тiога­
рифмического роста и отмирания засевали на индикаторные 
плотные среды с рН 4,4-8, и диаметры развивающихся колоний 
замеряли ежедневно. Средние результаты по каждому из восьми 
дней наблюдений приведены на рис. 3. 

Сравнение рис. 3 а, б и в убеждает в значительном сходстве 
этих результатов. Популяции разного . «возраста» на плотных 
средах с одним и тем же значением рН с 24 по 192-й ч, т. е. 
на протяжении восьми суток наблюдений, формировали колонии 
если не одинакового, то примерно такого же диаметра. Более 
интересно другое. Динамика увеличения размеров колоний, 
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растущих на плотных средах с разным рН, была резко различ­
ной. При анализе результатов, отраженных на рис. 3, возника­
ет мысль о существовании в популяции на всех этапах ее разви­

тия двух качественно отличных вариантов, одни из которых 

дают характерный рост на плотных средах с рН 7-8, другие­
в диапазоне рН 4,4-6. Последние отличаются тем, что на всех 
этапах роста колоний их диаметр, как правило, и особенно на 
поздних этапах развития, был в 2-3 раза меньше, чем на сре­
дах с рН, близким к нейтральному. 

Данные рис. 3 отражают результаты ежедневного, в тече­
ние восьми суток, измерения сотен колоний. Описанная разни­
ца не только весьма наглядна, но и статистически достоверна. 

Вместе с тем, представленные данные еще не раскрывают при­
роды наблюдаемых явлений. И если возможность и целесооб­
разность применения плотных синтетических сред с градиентом 

рН для исследования указанных явлений представляется не­
сомненной, а гетерогенность изучаемых популяций по возмож­
ности роста на таких средах- очевидной, то существо наблю­
даемого селективного процесса и механизмов, лежащих в его 

основе, требует более глубокого изучения. 
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Г. И. СТАРОДУБЦЕВА, В. М. МИНАЕВА, Л. Ф. КОРЗУХИНА, 
Л. И. КОКШАРОВА, Р. В. ШИТОВА, Т. Г. ПАРХОМЕНКО 

К СТРУКТУРЕ ПОПУЛЯЦИИ ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТАЦИИ ОБИТАНИЯ КЛЕЩЕй 

В РАЗЛИЧНЫХ ЛАНДШАФТНО-КЛИМАТИЧЕСКИХ ЗОНАХ 

Циркуляция вируса клещевого энцефалита в составе биоце­
нозов с участием широкого круга прокормителей предопределя-. 
ет паесированне его через организм различных животных и при 

определенных условиях способствует формированию различного 
популяционного состава возбудителя в природных очагах. Ряд 
исследователей [ 1-4], изучая штаммы вируса клещевого энце­
фалита, выделенные в природных очагах различных типов, ука­

зывают на определенные качественные различия, а также на 

значительные количественные колебания вирофорности клещей. 
Согласно их наблюдениям, активность природных очагов на 
обжитых участках бывает наиболее интенсивной. 

Большинство исследователей при изучении вирофорности 
клещей используют метод интрацеребрального заражения бе­
.1ых мышей, хотя он в ряде случаев не дает истинного представ­
ления о широте днесеминации вируса в клещах. Поэтому неко­
торые исследователи [5-7] наряду с биопробой пытаются при­
менить другие методы (интерференцию в культуре ткани, им­
мунизацию белых мышей, выявление вируса в культуре ткани 
методом иммунофлуоресценции и т. д.). 

В настоящей статье представлены материалы десятилетних 
результатов изучения зараженности клещей вирусом клещево­
го энцефалита, собранные на различных стациях, условно обо­
значенных цифрами I, II, III. Стация I располагалась в непо­
средственной близости от населенного пункта и обозначалась 
как антропургический очаг; стация II находилась в тайге, не­
измененной хозяйственной деятельностью человека (первичный 
или «дикий» очаг); стация III соответствовала пастбищу, в ряде 
с.'!учаев она территориально совпадала со стацией I. 

Исследование клещей проводили двумя методами: общепри­
нятой биопробой на белых мышах и реакцией гемагглютина­
ции, методика которой разработана нами [8, 9] . Всего исследо­
вали 6300 клещей, разделенных на партии по 10 особей. При ис­
следовании 630 партий клещей 122 (17,3 %) дали положитель-
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Таблица 

Характеристика вирофорности клещей в различных стациях обитания 

Б но проба 
Частота выделения Вирсф.Jрнссть 

Ста- l(олич. РГА положи- вируса из обраЗI\Оn клещей по дан-
ция партий тельная 

положи-
ным, полученным 

тельная 

1 
дву:\IЯ методами 

РГА+ РГА-

I 216 41 (17,3)* 18(7,3%) 1:14 1:13,6 56(22,8) 
I I 217 35 ( 16) 11 (5) 1:8,7 1:26,5 42(19,3) 
III 98 31 (22,5) 15 (15,3) 1:4,4 1:9 39(39,7) 

I, II 69 15 (21 ,8) 10(14,5) 1:3 1:10,8 20 (28,9) 

• В скобках- додя партий с по.1ожительными РГ А, биспробой н внрофорность кле­
ще/!,%. 

ную реакцию гемагглютинации. Частота выделения вируса из 
этих образцов равнялась 1 : 5,7. Из 508 клещевых взвесей с от­
рицательными результатами РГ А выделено 35 штаммов виру­
са клещевого энцефалита. Частота выделения вируса из этих 
партий клещей составляла 1 : 14,3, т. е. в этом с.1учае вирус 
выделялся в 2,5 раза реже, чем из РГ А-положительных образ­
цов. Вирофорность клещей по результатам биспробы составля­
ла только 8,5 %, комплексное же исследование повыша.1о долю 
вирофорности до 25 %. 

Illиpoтa днесеминации вируса в очагах и качественные раз­
личия штаммов могут зависеть от природных условий в месте 
расположения очага. В доступной литературе мы не встретили 

Таблица 2 

Характеристика вирофорности клещей в различных стациях 
обитания некоторых ландшафтно-климатических подзон 

l(о,1ич.l РГ А поло- Частота выделе-
Вирафорнасть 

Ландшафтно- Биспроба ния вируса из 

образцов клещей по дан-
климатнчес- Стация партий 1 жительная 

nоложи- ным, полученным 
кая подзона тельная 

1 
двумя методами 

РГА+ РГА-

Горной 
I 89 20(22,4)* 4 (4) 1:20 1:22 25,7 

тайги 
II 89 7 (20,6) 4 (13,9) 1:6 1:7,3 31 
I I I 33 11 (33) 6 ( 18) 1 : 1 1 1:4,4 48,2 

Южной 
I 95 12 (12.5) 13(13,5) 1:12 1:7 25,2 

тайги 
II 67 12(17,9) 2 (3) 1:2 1:55 20,8 
III 5 1 (20) - - - 20,0 

Широко- I 62 10(16,1) - - - 16,1 
листвен но- I I 121 18(14,8) 6 (5) 1 6 1:34 17,3 
хвойных ле- III 60 18(31,6) 9 ( 15) 1 2' 1 1: 15,6 35 
сов I, III 69 15(21,7) 10(14,4) 1 3 1: 10,8 28,9 

• В С!<обках- доля партий с положите.оьными РГА и биопробой, %-
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характеристики свойств вируса и вирофорности клещей в зави­
симости от стации обитания, поэтому, на наш взгляд, представ­
ляют интерес полученные нами в ходе исследований данные о 
вирофорности клещей в упомянутых трех стациях (табл. 1). 

Как видно из табл. 1, зараженность клещей вирусом к.'!е­
щевого энцефалита по данным РГ А была наивысшей в ста­
ции Ill и составляла 22,5 %. Близкие результаты (21,8 %) дало 
исследование смешанных партий стаций 1-III. Зараженность 
клещей, собранных в стациях 1 и II, составляла соответственно 
17,3 и 16%. Результаты биопробы оказались аналогичными, 
хотя в целом процент вирофорности был в 2-3 раза ниже. Ис­
пользование комплекса методов повышало результативность 

исследования, при этом соотношения между стациями остава­

лись примерно такими же (22,8; 9,3; 39,7; 28,9 % соответствен­
но в 1-11-III и в 1, III стациях). 

Таким образом, на основании полученных данных можно 
сделать вывод, что эпидемическая опасность наиболее высока 
в районах антропургических и пастбищных очагов. 

Следующим этапом работы было выявление зараженности 
клещей в различных стациях некоторых ландшафтно-климати­
ческих зон (табл. 2). 

Анализ материалов табл. 2 показывает, что данные РГ А и 
бнопробы в значительной мере близки у клещей стаций 11 и 
111 подзоны горной тайги и широколиственно-хвойных лесов. 
Вирофорность клещей стации 1 подзоны горной тайги и стации 11 
подзоны южной тайги была сходной в том отношении, что при 
высокой гемагглютинирующей активности вирус систематически 
выделялся на мышах, хотя это выделение было значительно 
меньшим, чем РГ А. В стации I подзоны южной тайги вирофор­
ность клещей по данным биопробы оказалась несколько выше, 
чем по данным РГ А (соответственно 13,5 и 12,5 %) . Наконец, 
в стации II 1 подзоны южной тайги и стации 1 в подзоне широко­
лиственно-хвойных лесов при значительной гемагглютинирую­
щей активности вирус на белых мышах не выделялся совсем. 
Эти данные демонстрируют неоднородность популяции вируса 
клещевого энцефалита. 

Соотношение гемагглютщшрующей активности вируса и 
вирулентности его для мышей было различным в разных ста­
циях обитания исследованных нами ландшафтно-климатических 
зон. 

Выводы 

1. Для выявления вируса клещевого энцефалита в клещах 
целесообразно пользоваться комплексом методов, что повыша­
ет результативность исследований до 25 °k. 

2. Свойства вируса клещевого энцефалита в определенной 
степени зависят от мест обитания клещей. Наиболее выражен-
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ными гемагглютинирующими и патогенными свойствами обла­
дали штаммы, выделенные из клещей, собранных на пастбищ­
ных стациях. 

3. Выявлены различия гемагглютинирующей активности и 
вирулентности вируса для белых мышей в зависимости как от 
стации обитания, так и ландшафтно-климатической зоны распо­
ложения последней, что свидетельствует о неоднородности ви­
русной популяции. 

ЛИТЕРАТУРА 

1. Бутенко А. М. Об экологических факторах типизации природных оча­
гов клещевого энцефалита.- В кн.: Клещевой энцефалит, кемеровская кле· 
щевая лихорадка, геморрагические лихорадки и другие арбавирусные инфек­
ции. М., 1964, с. 221-224. 

2. Феоктистов А. З., Чипалина В. М. Вирулентность вируса клещевого 
энцефалита как отражение его экологической адаптации.- В кн.: Материалы 
XV итоговой конференции Института полиомиелита и вирусных энцефалитов. 
М., 1975 М., с. 366. 

3. Шилова С. А. Природные очаги клещевого энцефалита южной тайги 
Среднего Урала. Автореф. докт. дисс. М., 1966. 26 с. 

4. Волков В. И. Распространение иксадовых клещей на территории Ха· 
баровского края.- В кн.: Вопросы медицинской географии и курортологии: 
Труды Забайкальского филиала Географического общества СССР, 1967, 
вып. 1, с. 95-98. 

5. Андронников В. А., Тюльдина А. С., Се.мушкина Т. В. и др. ]\леще­
вой энцефалит и геморрагические лихорадки с почечным синдромом в Евро· 
пейской части РСФСР: Материалы межобластной научно-практической кон· 
ференции. Ижевск, 1968, с. 20-23. 

6. Гольдфарб Л. Г., Заклинская В. А. Отдельные результаты массовой 
вакцинации населения против клещевого энцефалита в районах с высоким 
распространением вируса.- В кн.: Материалы XVI научной сессии Института 
полиомиелита и вирусных энцефалитов. М., 1968, вып. 3, с. 12. 

7. Кошкина Т. В., Земская А. А., Ваннова Г. Г. и др. Некоторые особен· 
ности очага клещевого энцефалита в Хабаровском районе Вологодекой об· 
ласти.- В кн.: Материалы XV итоговой конференции Института полиомиели· 
та и вирусных энцефалитов. М., 1975, с. 304-305. 

8. Стародубцева Г. И. Применеине реакции гемагглютинации для выявле· 
ния вируса клещевого энцефалита в экспериментально зараженных иксодо· 
вых клещах.- В кн.: Клещевой энцефалит: Труды Перм. мед. ин-та, 1967, 
с. 72. 

9. Стародубцева Г. И., Касатова О. А. Изучение вирофорности спонтан· 
но зараженных клещей при помощи реакции гемагглютинации.- Там же, 
с. 77. 



АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКНА НАУЧНЫА ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ · 1980 

Э. С. ГОРОВИЦ, О. А. ТИМАШЕВА, В. П. ВТЮРИН 

ОРИНТОФАУНА ПЕРМСКОА ОБЛАСТИ 

КАК РЕЗЕРВУАР ОРННТОЗНОА ИНФЕКЦИИ 

Природные биоценозы возбудителя орнитоза, сложившиеся 
в процессе эволюции, характеризуются сравнительно незначи­

тельным видовым разнообразием «хозяев». В этом заключается 
одна из основных экологических особенностей орнитоза. Цир­
куляция возбудителя в естественных и вторичных хозяйствен­
ных очагах связана главным образом с птицами. 

В Пермекай области встречается 216 видов и подвидов птиц. 
в том числе 48 оседлых, 23 пролетных, гнездится и улетает 140 
видов и пять видов прилетает на зимовку [ 1] . Из них, по лите­
ратурным данным [2], 16 видов могут быть носителем возбуди­
теля орнитоза, в том числе коршун черный, куропатка серая, 
сорока, щегол, грач, иволга, черная крачка, болотная сова, чиж, 
гусь-гуменник, дрозд, гусь серый, кроншнеп большой, чернеть 
морская и чернеть хохлатая, полудикие сизые голуби. По ха­
рактеру участия в эпидемическом процессе все птицы, известные 

как источники возбудителя орнитоза, могут быть распределе­
ны на три группы: первая- птицы, содержащиеся с декоратив­

ной целью (попугаи, голуби и другие); вторая- птицы домаш­
ние (куры, утки, гуси, индейки); третья- дикие перелетные 
ПТИЦЫ (2]. 

Настоящая статья содержит материалы, касающиеся изуче­
ния роли различных видов птиц в распространении ориитозной 
инфекции в условиях Прикамья. На протяжении 1965-1976 гг. 
нами проведены обследования на орнитоз некоторых видов 
птиц, отловленных и отстрелянных в различных населенных 

пунктах Западного Урала. Для выявления орнитоза применя­
лись не только общепринятые серологические тесты- реакция 
связывания комплемента и ее ингибиторный вариант, но и раз­
работанные нами реакции непрямой гемагглютинации с орни­
тозным эритроцитарным диагностикумом [3] и иммунофлуорес­
центная реакция микроагглютинации [4]. Для подтверждения 
ориитозной природы заболеваний в ряде случаев использова­
лись вирусологические методики, на основе которых осущест­

влялось выделение возбудителя орнитоза из паренхиматозных 
органов птиц. 
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Различен удельный вес ряда видов синантропных птиц в 
циркуляции возбудителя арнитаза в условиях Прикамья. С на­
шей точки зрения основными критериями оценки их роли в 
этом процессе, очевидно, могут служить такие показатели, как 

процент инфицирования популяции и ее численность. В этом 
плане такие виды пернатых, как вороны, сороки и некоторые 

другие, не играют большой роли в распространении возбуди­
теля орнитоза. Доля их зараженности оказалась сравнительно 
невысокой и, по нашим данным, колебалась от 3 до 7 %. Следу­
ет учесть, что это практически суммарный показатель положи­
те.'Iьных- результатов, полученный при использовании комплек­
са взаимодополняющих серологических методик. В эту же груп­
пу могут быть отнесены и такие виды, как болотная сова, чер­
ная крачка, чиж, иволга, дрозд-белобровик, постоянно обитаю­
щие в «дикой» природе и не представляющие ценности для на­
селения. Фактически они тоже не принимают участия в распро­
странении инфекции. 

Иные результаты были получены при обследовании полуди­
ких сизых голубей, отловленных и отстрелянных в различных 
городах Прикамья. От 50 до 70 % из 368 обследованных нами 
птиц были инфицированы возбудителем орнитоза. Изучение 
удельного веса серопозитивных птиц в зависимости от времени 

года позволило выявить определенную закономерность, свиде­

тельствующую о более значительной поражениости голубей в 
зимне-весенний период. В эти же сроки в сыворотках больных 
птиц преобладали комплементфиксирующие и гемагглютини­
рующие антитела. Согласно данным литературы и нашим на­
блюдениям, наличие таких видов антител можно расценивать 
как показатель активности инфекционного процесса [5, 6]. Вы­
сокая доля поражениости полудиких сизых голубей, значитель­
ная численность их популяции и наличие во всех населенных 

пунктах области дают основание утверждать, что и в условиях 
Прикамья они являются основным резервуаром возбудителя в 
городах. 

Однако этим не исчерпывается эпидемическое значение дан­
ной категории птиц. Наряду с дикими перелетными птицами они 
играют определенную роль в заносе инфекции в «культурные» 
хозяйства, что ведет к формированию вторичных хозяйствен­
ных очагов арнитозной инфекции на территории области. Этому 
способствует тесный контакт диких видов птиц с домашними 
во время выгула последних. Такого рода хозяйственные антро­
пургические очаги арнитозной инфекции выявлены нами в ряде 
районов. Например, на птицеферме колхоза «Россия» более 
30 % кур оказались пораженными арнитозной инфекцией, что 
послужило причиной ликвидации фермы. Выявлены вспышки 
эпизоотии и среди домашних птиц, причем в большинстве слу­
чаев не удавалось установить ее связь с заносом инфекции в 
хозяйства «дикими» птицами. В таких случаях причинами вспы-
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шек, очевидно, служило инфицированное маточное поголовье, 
чему способствуют особенности течения заболевания у птиц. 
Особи, переболевшие латентной формой заболевания, в тече­
ние длительного времени остаются вирусоносителями и при не­

благоприятных внешних условиях могут служить причиной 
вспышки заболевания среди всего поголовья птиц. 

Основным и практически единственным видом домашних 
пшц в Пермекай области являются куры. Они встречаются поч­
ти в каждом личном хозяйстве в сельской местности. На Запад­
ном Урале имеется развитая сеть птицеферм и птицефабрик. 
По нашим данным, инфицированность кур в различных хозяй­
ствах колеблется от 5 до 9 %, поэтому они могут служить ис­
точником арнитозной инфекции как на птицеводческих пред­
приятиях, так и в личных хозяйствах. 

Из водоплавающих птиц в Прикамье встречаются кряква, 
серая утка, гусь-гуменник, чернеть. Однако доля их пораженио­
сти ориитозам сравнительно невысока ( 4-6 %) , к тому же на 
территории области не ведется промыслового отстрела диких 
уток, гусей, а гусиные фермы встречаются крайне редко. Это 
позволяет утверждать, что в условиях области водоплавающие 
птицы не имеют большого значения в распространении ории­
тозной инфекции. 

Что касается других видов диких перелетных птиц, встре­
чающихся на территории области, то по аналогии с другими 
климато-географическими зонами страны можно предполагать, 
что они принимают участие в формировании главным образом 
природных очагов ориитозной инфекции. Кроме того, в период 
валовых пролетав не исключается возможность заноса ими ин­

фекции и в «культурные» хозяйства. 
Таким образом, раз.1ичные виды птиц участвуют в циркуля­

ции возбудителя орнитоза в условиях Прикамья. Однако не­
равнозначна их роль в эпидемическом процессе, если дикие 

перелетные птицы обусловливают формирование природных, а 
в ряде случаев и хозяйственных очагов ориитозной инфекции, 
то наибольшую опасность для населения как резервуар возбу­
дителя представляют полудикие сизые голуби, особенно в горо­
дах, и домашние птицы. 

ЛИТЕРАТУРА 

1. Воронцов Е. М. Птицы Камского Приуралья ( Молотовекой области). 
Горький: Горьконекий гос. ун-т, 1949. 200 с. 

2. Терских И. И. Группа орнитоза- лимфагранулемы- трахомы.- В кн.: 
Руководство по микробиологии, клинике н эпидемиологии инфекционных бо­
лезней. М.: Медицина, 1966, т. 8, с. 503-542. 

3. Горовиц Э. С., Тимашева О. А., Палкина П. Н. Динамика специфиче­
ских rемагглютининов при экспериментальной ориитозной инфекции.- В кн.: 
Вопросы экспериментальной и клинической иммуно.1огии: Труды Пермского 
.медиnинскоrо института, 1976, т. 135, с. 60-62. 

97 



4. Ти.машева О. А., Горовиц Э. С., Мирекий В. Я., Ильина М. И. Иммуно­
флуоресцентная реакция микроагглютинации в диагностике орнитоза у 

птиц.- Там же, с. 58-60. 
5. Вишнякова Л. А. Голуби как основной источник возбудителя орнитоза в 

условиях крупного города.- В кн.: Труды Ленинградского института эпиде­
миологии и микробиологии им. Пастера, 1966, т. 29, с. 110-117. 

6. Горовиц Э. С. Орнитоз на Западном Урале. Автореф. канд. дисс. 
Пермь, 1967. 17 с. 



АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИй НАУЧНЬIЯ ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИй · 1980 

О. В. СЫСОЕВ 

ДИНАМИКА МОЛЕКУ ЛЯРНЬIХ ФОРМ ГЕКСОКННАЗЫ, 

ЛАКТАТ· Н МАЛАТДЕГНДРОГЕНАЗ НА РАЗНЫХ ФАЗАХ 

РАЗВИТИЯ ПОПУЛЯЦИИ ESCHER!CНIA COLI М-17 

Различные физиологические состояния, через которые про­
ходят клетки развивающейся микробной культуры, характери­
зуются определенным ферментативным профилем. Поэтому фе­
нотип микробной клетки может быть описан на уровне его со­
вокупного энзиматического спектра. Перестр·ойки последнего 
могут, в частности, достигаться путем дерепрессии синтеза «НО· 

вых» или репрессии «старых» молекулярных форм ферментов. 
Ранее нами было показано [1, 2], что активность ферментов 

энергетического и пластического обменов характерным образом 
изменяется на отдельных фазах роста культуры Е. coli в раз­
личных средах. Конкретные механизмы, определяющие эти из­
менения, не ясны. Они, в частности, могут быть опосредованы 
сменой отдельных молекулярных форм ферментов, отличающих­
ся по своим физико-химическим и кинетическим характеристи­
кам. Эти соображения послужили основанием для изучения на 
разных фазах роста Е. coli молекулярной гетерогенности и ки­
нетических характеристик (констант Михаэлиса) функциональ­
но важных ферментов энергетического обмена: гексокиназы 
(Гк), лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и малатдегидрогеназы 
(МДГ). 

Эксперименты проводили на культуре Escherichia coli 
штамм М-17. В качестве питательных сред использовали полно­
ценную- мясо-пептонный бульон (МПБ) -и минимальную­
глюкозо-солевую среду М-9 [3]. Концентрация клеток в момент 
засева составляла для первой 25 млн/мл, для второй 100 млн/мл. 
Культивирование проводили в конических колбах емкостью 
800 мл, содержащих по 400 мл питательной среды. Отборы 
культуры для получения биомассы осуществляли на экспонен­
циальной, стационарной фазах и фазе отмирания, как основных 
фазах роста культуры, резко отличающихся по физиологиче­
скому состоянию клеток. 

Клетки осаждали центрифугированием при 2500 g, промыва­
ли холодным 0,85 % -ным раствором NaCl и растирали при na-

99 



Значения кажущейся константы Михаэлиса молекулярных 
лактат- и малатдегидрогеназ на разных фазах развития 

<tаза 

Фермент, субстрат 
Rf нзо- экспоненцнальнаяj стационарная 

1 

формы р• 

К м 

Гк по глюкозе 0,46 - - -
0,54 0,65±0,050 0,59±0,018 <0,05 
0,58 О, 78±0,043 0,86±0,055 <0,05 

ЛДГ по лактату 0,19 1,59±0,170 1,53±0,161 <0,05 
0,70 - 4,06±0,265 -

МДГ по малату 0,38 2,31 ± 0,286 2,26±0,269 <0,05 
МДГ по океалоацетату 0,38 7,69±0,372 8,08±0,904 <0,05 

• Показатель вероятности различий (р) рассчитан по отно:пению к т,,му же изофермен 

стояннам добавлении жидкого азота. Экстракцию белков прово­
дили 0,01 М калий-фосфатным буфером рН 7,5 или 0,85 % -ным 
раствором NaCl, содержащим 0,1 %-й раствор тритона Х-100. 
Экстракты отделяли от остатков клеток центрифугированием 
при 4500 g на ЦЛР-1 в течение 30 мин при 4 ос, супернатант 
осторожно декантировали. Белок в экстрактах определяли по 
методу Лоури [ 4] . 

Разделение белков проводили методом диск-электрофореза 
в 7 % -ном полиакриламидном геле [5] в аппарате фирмы «Реа­
нал» (ВНР), модель 69. Разгонку вели в 0,05 М трис-глицино­
вом буфере рН 8,3 при силе тока 5 мА на трубку; время элек­
трофореза 90 мин. В качестве индикатора подвижности ис­
пользовали 0,001 % -й раствор бромфенолового синего. Для 
обнаружения изоформ применяли тетразолиевый метод с ис­
пользованием феназинметосульфата [6]. Инкубационные среды 
для проявления Гк готовили по [7], ЛГД- по [8], МДГ- по 
той же прописи, что и для ЛДГ, но с заменой лактата Li на 
малат Na. 

Для определения кажущейся константы Михаэлиса (К~ ), 

которое проводили при росте Е. coli на среде М-9, отдельные 
молекулярные формы ферментов сразу после их проявления 
экстрагировали на холоде из соответствующих участков геля 

0,001 М трис-Н С! буфером рН 7,5. Определение К~\ (для Гк­
по г.'Iюкозе, ЛДГ- по лактату, МДГ- по малату и оксалоаце­
тату) проводили при оптимальных концентрациях коферментов 

и величинах рН. Расчет К~ вели графически по методу двой-
ных обратных величин [9] . 

Проведеиные э~~сперименты показали наличие у Е. coli мно­
Жественных молекулярных форм (изоферментов) Гк и ЛДГ, 
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форм rексокиназы, 

культуры на среде М-9 

р;,ста 

от~шранин 

0,41 ± 0,049 

1 ,63±0, 109 
4, 16±0,352 
2, 16± 0,159 
7. 74±0,807 

р* 

<0.05 
<0.05 
<0,05 
<0,05 

Среднее зна-

чение Км 
по фазам, 
размерность 

о 62· I0-3 м 
о:82· 10-3 м 
1 58·I0-2 M 
4' 11·10-2 м 
2:24·10--' 3 м 
7 ,84·10-5 м 

'l'Y на предыдущей фазе развития культуры 

позволили выявить динамику 

их смены в процессе роста 

культуры (см. таблицу). 
Гексокиназа. На МПБ на 

всех фазах роста обнаружена 
одна ее молекулярная форма с 
R1 0,46. Фракция с той же элек­
трофоретической подвижно­
стью при росте Е. coli на среде 
М-9 обнаружена только на фа­
зе отмирания; на экспоненци­

альной и стационарной фазах 
выявлены две изоформы Гк с 
Rt 0,54 и 0,58. 

Лактатдеrидроrеназа. На 
всех фазах роста для каждой 
из сред обнаружена молеку­

.лярная форма ЛДГ с Rt 0,19. На поздних фазах появляется до­
полнительная изоформа с R1 0,70, причем на бульоне ее удалось 
выявить топько на фазе отмирания. 

Интересно, что изоформа с R1 0,70 обнаруживается в период, 
когда в среде роста происходит значительное накопление лак­

тата. Очевидно, что уровень .Тiактата каким-то образом регули­
рует активность или синтез данной моЛекулярной формы ЛДГ. 
Для выяснения этого вопроса было изучено действие лактата, а 
также ингибиторов транскрипции- актиномицина Д (АкД) и 
трансляции- хлорамфеникола (Хф) на ее появление в клет­
ках молодой культуры, растущей на среде М-9. Засев произво­
дили четырехчасовой культурой, находившейся в фазе положи­
тельного ускорения развития. Для более четкого разделения 
изоферментов электрофорез проводили в 9,5 % -ном полиакри­
ламидном геле при прочих равных условиях, описанных выше; 

вре~1я электрофореза 150 мин. Установлено, что замена в среде 
глюкозы на dl-лактат Li ( 100 мкг/мл) вызывает появление 
в к.1етках культуры, растущей 2,5-3 ч, помимо конститутивного 
изофермента (Rt 0,16) 1, также изофермента, характерного для 
поздних фаз роста (R1 0,55). При добавлении в среду с индук­
тором АкД (2 мкг/мл) и Хф (20 мкг/мл) изоформа с Rt 0,55 не 
обнаруживается. Добавление в среду с лактатом одного АкД 
приводит к векоторому снижению ее содержания, а при замене 

этого антибиотика на Хф она вообще не выявляется. Следова­
тельно, появление молекулярной формы ЛДГ с Rt 0,55 связано 
с индукцией ее синтеза de novo. Вместе с тем, блокада транс­
криnции не приводит к полному подавлению ее синтеза. Это 
может свидетельствовать о том, что имеющаяся в клетке соот­

ветствующая матричная РНК индуктора не транслируется. 

1 Поиижеине R.t обоих изоферментов связано с шменением условий элек­
-rрофореза. 
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Малатдеrидроrеназа. На всех фазах роста Е. coli как на 
МПБ, так и на среде М-9 обнаружена только одна молекуляр­
ная форма МДГ м с Rt 0,38. Известно, что активность фермента 
в зависимости от условий выращивания и фазы роста культуры 
значительно меняется: от максимальной в экспоненциальной 
фазе до значительно снизившейся к фазе отмирания [ 1] . Сле­
довательно, перестройки активности МДП определяются ее 
регуляцией или различной интенсивностью синтеза фермента, 
но не сменой изоферментов. 

Результаты определения К~ показали, что для каждой ин­
дивидуальной молекулярной формы ферментов значение кон­
станты на разных фазах не изменяется, поскольку различия в 
ее величине не являются достоверными. Сказанное справедливо 
для форм Гк с Rt 0,54 и 0,58; ЛДГ с Rt 0,19 и 0,70; МДГ с 
Rt 0,38 (для данной формы- по обоим субстратам). 

Вместе с тем, существуют различия в величине К~ у изо-
форм одного фермента. Так, фракция Гк с R1 0,46 имеет повы­
шенное сродство к глюкозе (К~ =0,41+0,049-10-3 М) по срав­
нению с двумя другими изоформами с Rt 0,54 и 0,58. Быстро­
мигрирующая изоформа ЛДГ л с R1 0,70 обладает пониженныы 
сродством к лактату, что определяется более высоким, чем у фор-

мы с R1 0,19 (К~ =1,58·10-2 М), значением К~ (4,11-10-2 М). 
Полученные данные свидетельствуют об определенной свя­

зи между фазой роста микробной культуры и спектром моле­
кулярных форм некоторых ферментов энергетического обмена. 
Изменения изоферментного состава, приводящие к перестройке 
метаболических процессов, должны способствовать формиро­
ванию у клеток оптимальных для данных . условий развития 
фенатипических признаков, определяемых интегративным дей­
ствием всех факторов среды. 
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АКАДЕМИЯ НАУК СССР • УРАЛЬСКИй НАУЧНЫй ЦЕНТР 

ФАКТОРЫ РАЗВИТИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИй 1980 

Н. Н. КЕВОРКОВ, Г. И. СПЕКТОР, В. М. КАЛЮЖНАЯ 

АНТИГЕННЫй АНАЛИЗ 6ЕЛКОВ, 

НАКАПЛИВАЮЩИХСЯ В КУЛЬТУРАЛЬНОй СРЕДЕ 

ВЫРАЩИВАНИЯ ВНУТРИВИДОВОй ПОПУЛЯЦИИ 

ESCHER!CНIA COLI 

В последние годы накоплен значительный фактический ма­
териал о возможном влиянии микробных метаболитов на дина­
мику развития, численность бактериальных популяций, уро­
вень мутационной изменчивости и репаратинные внутриклеточ­
ные процессы, на выраженность основных форм внутрипопуля­
шюнного генетического обмена [1-4]. Однако материальная 
основа информационных сигналов в большинстве с.1учаев оста­
ется нераспознанной. 

В настоящем исследовании предпринята попытка пммуно­
хшлического выявления накапливающихся в среде обитания­
культуральной жидкости- экстрацеллюлярных белков бакте­
риальной природы, сопутствующих фазам подъема численностн 
и стационарного развития внутривидовых популяций Е. coli. 

Культуру Е. coli, штам~r М-17, выращивали на мясо-пептон­
ном бульоне или на минимальной синтетической среде М-9. Био­
массу, полученную на логарифмическо.й (подъем численности) 
и стационарной фазах развития популяции, дважды промыва­
лп IIзотоническим раствором хлористого натрия. Суспензию кле­
ток в физиологическом растворе разрушали с охлаждение\-! на 
диспергаторе УЗДН-1 (22 кГц, 10 мин). Разрушенные клетки 
осаждали центрифугированием, а суперватаит (лизат) концен­
трировали испарением под током воздуха в рефрижераторе до 
конечной концентрации бе.1ка- 4,5 г% (по методу Лоури). Па-

Сравнительный антигенный анализ бактериальных белков. 
А - S- и L-.чизаты. В центральной .чунке- антнсыворотка против S-лнзата; в пер~tфери­
ческих .чунках: 1- S-.шзат; 2- L-лизат, 3- мясо-пептонный бульон; Б- L-фидьтраты 
и L-лизаты. В периферических лунках: 1- L-лизат; 2- L-фильтрат; 3- мясо-пептонный 
бульон; В- S-фильтраты и S-лизаты. В периферических лунках: 1- S-лизат; 

2- S-фильтрат; 3- мясо-пептонный бульон. 
Слева- фотография агаровш1 пластинки, справа- схематичное изображение дуг преам­

пнтации. 

AтSI- антисыворотка против S-лизата; Sl- S-лизат; Sf- S-фильтрат; Ll- L-.1изат,. 
Lf- L-фильтрат; Б- мясо-пептоииыi! бульон. 
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раллельно с биомассой на различных фазах роста популяции 
отбирали и культуральную жидкость, которая после фильтро­
вания служила объектом исследования. 

Животных (кроликов) трижды, с десятидневным интерва­
лом, подкожно иммунизировали бактериальным лизатом, полу­
ченным из биомассы на стационарной фазе развития популяции, 
с полным адъювантом Фройнда из расчета 20 мг белка на 1 кг 
веса на одну инъекцию. Напряженность иммунитета оценивали 
с помощью реакций пассивной гемагглютинащш в модификации 
Оловникова [3] и кольцепреципитации. Донорами иммунной 
сыворотки служили кролики, у которых титр антител опреде­

лялся не ниже 1: 1280. Иммунную сыворотку консервировали 
мертиолатом (конечное разведение 1 : 10 000) и хранили в замо­
роженном состоянии. 

Антигенный анализ бактериальных белков проводили ме­
тодом двойной иммунодиффузии в агаре по Оухтерлон11 (цит. 
по А. И. Гусеву [5]) в классическом варианте. ЦентраJiьную 
лунку всегда заполняли антисывороткой, а в периферические 
вносили лизат микробных клеток в стационарной фазе развития 
популяции (S-лизат) и в фазе логарифмического роста (L-ли­
зат), бесклеточный фильтрат культуральной среды стационар­
ной (S-фильтрат) и логарифмической фазы (L-фильтрат), куль­
туральную среду (мясо-пептонный бульон). 

Анализ возникающих в агаре дуг преципитации показывает, 
что лизаты бактериальных клеток, выделенных на фазах лога­
ри~мического роста и стационарного развития, содержат со­
вершенно идентичные в антигенном отношении белки (см. рису­
нок, А). Дуги преципитации, возникающие между антисыво­
роткой S- и L-лизатами, сливаются между собой, не давая ни­
каких видимых перекрестков. Попутно следует отметить отсут­
ствие дуг преципитации между антисывороткой и мясо-петтон­
ным бульоном, что свидетельствует о высокой чистоте отмыва­
ния микробных клеток от примесей белков культуральной сре­
ды перед диспергированием. 

Наличие дуг преципитации между антисывороткой к S-лиза­
ту и фильтратами среды культивирования бактерий на логариф­
мической и стационарной фазах развития популяции Е. coli, ви­
димо, свидетельствует о секреции белков из клеток в окружаю­
щую среду (см. рисунок, Б и В). В одном случае эти белки пол­
ностью идентичны внутренним антигенам микробных клеток 
(слияние одной из дуг преципитации L-лизата и L-фильтрата), 
в другом- антигенная идентичность лишь частична (появление 
частичного перекреста дуг- так называемой «шпоры»- между 
белками L-лизата и L-фильтрата). На фазе логарифмического 
роста популяции в культуральной среде выделяется больше 
различных в антигенном отношении б~лков (две дуГи преципи­
тации), чем на фазе стационарного развития (одна дуга). 
В последнем случае фильтрат содержит единственный белок, 
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который определяется как частично идентичный белкам бак­
териальной клетки (наличие «шпоры»). 

Таким образом, в процессе культивирования бактерии выде­
ляют в окружающую среду экстрацеллюлярные белки не пол­
ностью идентичные по антигенным свойствам внутриклеточным 
белкам изучаемых микроорганизмов. Вопрос об отношении фак­
тора регулирования числа клеток бактериальной популяции к 
выявленному антигенспецифичному белку остается открытым и 
требует дальнейшего изучения. 
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УД[\ 576.8 

Лимитирование и ингибирование роста микроорганизмов nри 
непрерывном культивировании. Ш к и д ч е н к о А. Н.- В кн.: 
Факторы развития бактериальных популяций. Свердловск: 
УНЦ АН СССР, 1980. 

На примере Candida utilis дается обзор действия лими­
ТI!рующих и ингибирующих факторов на рост микроорга­
ннз~юв при непрерывном культивировании в современных 

аппаратах типа АНКУМ-2. В качестве люштирующих факто­
роа нееледовались фосфаты, азот, кислород и глюкоза. Вы­
явлены лимитирующие и ингибирующие концентрации этих 
компонентов. 

Библиогр. 42 назв. 

УдК 576.8.099 

Изменение окислительно-восстановительного nотенциала nри 
остановке роста клеток Escheгichia coli. О к т я б р ь­
с кий О. Н., П ш е н и ч н о в Р. А.- В кн.: Факторы разви­
тия бактериальных популяций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 
1980. 

В процессе культивирования прототрофного штамма 
Escherichia coli, выделенного из гетерогенной популяции М-17, 
н:~ глюкозо-солевой среде М-9 обнаружено резкое падение 
окислительно-восстановительного потенциала среды (Еь) при 
остановке роста бактерий вследствие исчерпания глюкозы или 
азота. Показано, что падение потенциала не зависит от коле­
баний кислорода н ·наблюдается как в периодическом, так 
и в проточном режиме культивирования. 

Илл. 3. Библиогр. 6 назв. 

УдК 576.8.095.6 

Экономический коэффициент утилизации субстрата (глюкозы) 
в бактериальных nоnуляциях разной nлотности. Ткач е н­
к о А. Г., Октябрьский О. Н.- В кн.: Факторы развития 
бактериальных популяций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

В опытах проточного культивирования Е. coli штамм М- 17 
н:~ модифицированных аппаратах АНКУМ показана обратная 
зависимость экономического коэффициента от плотности попу­
ляции. Выявленная закономерность объясняется возможным 
влиянием уровня растворенного в среде кислорода и накоп­

леннем аутометаболитов, определяющих выбор культурой бо­
лее или менее эффективных путей метаболизма. 

Илл. 1. Библногр. 14 н аз в. 

УдК 576.8.095.3; 576.8.095.4 

Влияние коррекции питательной среды на развитие nоnуляции 
Escheгichia coli М-17 и nерестройку внутриклеточных энерго­
обесnечивающих nроцессов. П ш е н и ч н о в Р. А., К о л о­
т о в В. М., Сысое в О. В.- В кн.: Факторы развития бак­
териальных популяций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

Исследована динамика развития поnуляции Е. coli М-17 
на среде М-9, а также активность внутриклеточных фермент­
ных систем при периодическом культивировании с коррекцией 
и без коррекции параметров среды. Культивирование nро­
водили в аппарате непрерывного культивирования АНКУМ-2. 
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По мере развития культуры проводили коррекцию по глюкозе, 
рН, проценту растворенного кислорода. В белковых клеточ­
ных экстрактах, полученных с экспоненциальной и стацио­
нарной фаз и фазы отмирания, определяли активность гексо­
киназы, лактатдеrидроrеназы, малатдегидроrеназы и сукци­

натдегидрогеназы. 

Показано, что при каждом способе культивирования рост 
культуры описывался S-образной кривой, однако кинетиче­
ские характеристики роста были различными. При корреги­
руемом росте максимальная удельная скорость роста возрас­

тала в три раза, а максимал~>ная концентрация бактерий была 
выше в 2,1 раза. 

При любом способе культивирования наблюдалась фазо­
вая смена активности ферментов. Эта активность снижалась 
при переходе к последующей фазе развития. При этом на 
поздних этапах роста возрастал вклад гликолиза в энерго­

обеспечение клеток. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что фаза­

вость развития микробной популяции определяется как об­
щими факторами среды, так и действием специфических регу­
ляторных факторов. Действие их, по-видимому, затрагивает 
энерrодающие системы клеток. 

Табл. 1. Илл. 2. Библиогр. 13 назв. 

УДК 576.809.518 

Формирование аминокислотного фона среды при развитии 
попvляции Escherichia coli М-17 на полноценной и синтети­
ческой питательных средах. М а с л о в Ю. Ф., К уз н е­
ц о в а Н. Н., К о роб о в В. П.- В кн.: Факторы развития 
бактериальных популяций. СвердJiовск: УНЦ АН СССР, 1980. 

Предпринято изучение роли экскреции в среду обитания 
аминокислот микроорганизмами. Проведено сопоставление 
аминокислотного фона среды с интенсивностью развития попу­
ляции Е. coli на синте'I'ической (М-9) и полноценной (МПБ) 
питательных средах. Проележена динамика усвоения амино­
кислот. Различие в скоростях поглощения отдельных амино­
кислот, вероятно, лежит в основе формирования оптимального 
для развития культуры внеклеточного спектра аминокислот. 

Создание искусственного аминокислотного фона в синтети­
ческой среде праводит к уменьшению лаг-периода и увеличе­
нию скорости роста на фазе экспоненциального развития. 

Табл. 3. Илл. 1. Библиогр. 9 назв. 

УДК 576.809.518 

Взаимосвязь ферментов обмена макроэрrических соединений 
с внутриклеточным уровнем ДНI( и PHI( при развитии бак­
териальной популяции. Шест а к о в а А. А.- В кн.: Фак­
торы разви'I'ИЯ бактериальных популяций. Свердловск: УНЦ 
АН СССР, 1980. 

Определены активность пирофосфатазы и аденозинтрифос­
фата.зы, содержание ДНI( и РНК в клетках Е. coli, выращен­
ных на разных питательных средах- мясо-пептонном буль­
оне и глюкозо-минимальной среде М-9. Показано, что актив­
ность nирафосфатазы и аденозинтрифосфатазы меняется в 
зависимости от стадий развития культуры. При этом отме­
чается опережение максимума активности данных ферментов 
при росте Е. coli на бульоне, что, по-видимому, объясняется 
интенсификацией всех процессов на богатой питательной 
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срС:де, позво.1яющей удвоить биомассу клетки за более корот­
кий ·срок, чем на среде М-9. Показана взаимосвязь содер­
жания нуклеиновых кислот с активностью функционально 
связанных с синтезом этих соединений ферментов- пирафос­
фатазы и аденозинтрифосфатазы. 

Табл. 1. Илл. 1. Библиогр. 14 назв. 

:тк 576.809.518 

Динамика содержания полиаминов при фазовом развитии 
бактериальной культуры Escherichia coli М-17. К о р о­
б о в В. П., Чу д и н о в А. А.- В кн.: Факторы развития бак­
териальных популяций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

Методом тонкослойной хромзтографин на кизельгеле 
исс.1е;J:ован спектр биологически активных полиаминов в клет­
ках Е. coli М-17 при развитии на синтетической среде М-9. 
Сре.iн данеилированных соединений обнаружены производные 
путресцина, кадаверина, спермина и спермидина. Наиболее 
высокое содержание полиаминов выявлено на лог-стадии раз­

вития. Показано, что при снижении скорости роста и в фазе 
овшрания внутриклеточный уровень полиаминов резко у:viень­
шается. 

Основная часть спектра (75-83 %) на всех стадиях раз­
вишя 'Культуры приходится на долю путресцина. Относи­
тельное содержание спермина снижается с 19 % на лог-стадии 
до 8 % на стадии отмирания. Установлены обратные по 
фазе колебания содержания кадаверина и спермидииа, доля 
которых в зависимости от фазы развития колеблется от 2 
ДО 9%. 

Табл. 1. Илл. 2. Библиогр. 13. 

УДК 576.809.5 

Хромосомы и продолжительность клеточного цикла у бакте­
рий. К о рот я е в А. И., Кроли ч е н к о Т. П.- В кн.: Фак­
торы развития ба!{териальных популяций. Свердловск: УНЦ 
АН СССР, 1980. 

Установлено, что при благоприятных условиях роста бак­
тсрна,lьные клетки синтезируют сверхизбыточное количество 
ДНК, соответствующее по весу нескоЛьким геномам, что соз­
Щtет предпосылки для сокращения времени генерации. Основ­
ным ~1еханизмом регулирования интенсивности биосинтетиче­
ских процессов, а следовательно и времени генерации, явля­

е-тся одновременная транскрипция аналогичных цистронов 

нескольких или даже всех хромосом, протекающая по типу 

равновероятностного в отношении операнов характера выра­

женiiЯ бактериального генома. 
Табл. 3. Библи()rр. 9 назв. 

УДК 576.8.577.4 

Вопросы математического анализа смешанных бактериальных 
популяций. Эссе ль А. Е., Юд и л е в и ч И. А., Ткач е н­
к о Т. Е.- В кн.: Факторы развития бактериальных популя­
ций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

Сделан математичесюrй и .'lогический анализ количсст­
венноrо 11 качественного поведення смешанных бактериаль­
ных популяций с целью выявления характеристик, описываю­
щих процесс их развития. Предлагается интерпретировать 
развитие смешанной двухвидО!!ОЙ популяции как некоторую 
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кривую в трехмерном пространстве. Проекции пространствен­
ной кривой на главные координационные плоскости позволяют 
получить раздельные кривые развития одновидовых попу· 

ляций при совместном культивировании. 
Предлагаемая авторами математическая модель проверя­

лась на эк;:периментальном материале по раздельному и сме­

шанному культивированию популяций Е. coli и Staph. aureus. 
Илл. 2. Библиогр. 12 назв. 

УДК 03.00.07 
Субмикроскопическая организация вульrарноrо протея в про­
цессе Л-трансформации и реверсии. Г лаз а ч е в а Л. Е., 
Л е ваш о в В. С., К а ц Л. Н.- В кн.: Факторы развития 
бактериальных популя~.~:ий. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

Изучалась ультраструктура Proteus vulgaris на разных 
этапах Л-трансформации. Для исследования были взяты 
сферопласты, нестабилыные и стабильные Л-формы, а также 
ревертанты. Под действием пенициллина исходные бактерии 
образуют сферопласты, имеющие на поверхности две мембра­
ны: -наружную, принадлежащую клеточной стенке, и цитоплаз­
матическую. При образовании сферапластов наблюдался 
выход в окружающую среду большого количества трубчато­
везикулярных мембран. Строение наружных покровов неста­
бильных Л-форм такое же, как у сферопластов. У нестабиль­
ных Л-форм первых пассажей также изблюдалея выход 
мембран. Интересно, что от пассажа к пассажу в популяции 
нестабильных Л-форм ·возрастало число клеток протопластнаго 
типа. Эти клетки, характерные для стабильных Л-форм nро­
тея, имеют на поверхности только цитоплазматическую мем· 

брану. У стабильных Л-форм протея обнаружен хорошо раз­
витый мембранный аппарат- везикулы, миэлиноподобные 
структуры, кольцевидные мембраны. Размножение Л-фор~! 
происходило бинарным делением, почкованием. 

Илл. 6. Бибшюгр. 7 назв. 

у дк 576.858.9.6 

Исследование динамики процесса фаrолизиса Escherichia coli 
с учетом вторичного роста бактерий. Б о бы к и на Н. А., Н а­
з ар ь е в О. Е., У г о д чик о в Г. А.- В кн.: Факторы раз­
вития бактериальных популяций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 
1980. 

Предпринято исследование динамики роста биомассы фа­
гов и бактерий, удельных скоростей роста чувствительных и 
устойчивых к бактериофагу клеток, динамики концентрации 
РНК в процессе фаголизиса, зависимости между концентра-
цией РНК и скоростью синтеза фагов и бактерий. · 

В результате исследований получены экспериментальные 
данные по динамике нарастания биомассы клеток и бакте­
риофага. Показано, что удельная скорость роста чувствитель­
ных к фагу бактерий значительно превышает удельную ско­
рость роста устойчивых бактери;i, что максимадьная концен· 
трация РНК в единице биомассы у устойчивых к фагу бак­
терий почти ·вдвое меньше, чем у чувствительных. Высказано 
предположение, что между концентрацией РНК и скоростью 
синтеза бактерий существует линейная зависимость, а между 
концентрацией РНК и скоростью синтеза фагов- монотонная. 

Илл. 6. Библиогр. 3 назв. 
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У дК 576.8.095.58-576.8.095 

О соотношении селективного и аутаметаболического тиnоs 
регуляции численности и структуры бактериа,1ьных поnудя­
ций. Ткач е н ·к о А. Г.- В ~н.: Факторы развитш1 бакте­
риальных популяций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

Описано изменение структуры исходно гетерогенаых вну­
тривидовых популяций Е. coli, развивающихся в ).!ИН:шальной 
синтетической среде М-9. Исходная среда явля.1ась селектiiВ· 
ной для прототрофной фракции инокулята, ее состав п физи­
ко-химические параметры выраженно менялись на отдельных 

фазах развития культуры, а развивающаяся популяция нахо­

дилась под воздействием аутофакторов, входящих в сr1стему 
специфической аутаметаболической регуляции. В некоторых 
опытах засев проводился в фильтраты культур, содержащих 
стимулирующие аутометаболиты. 

Выявлены фазовые колебания в составе развивающейся 
популяции прототрофной и ауксотрофной фракции, характер­
ные соотношения быстро- и медленно реплицирующих вариан­
тов. Обосновывается возможность роста и сохранения исход­
ной гетерогенности культур при засеве в исходно селективную 
минимальную среду больших доз инокулята и посеве малых 
доз в фильтраты изогенных культур, содержащих стимули­
рующие рост аутометаболиты. 

Табл. 1. Илл. 1. Библиогр. 7 назв. 

у дк 576.8.095 

Метод первичного клонально-колониального ана,1иза кислото­
устойчивости и исследование гетерогенности попудяций Esche­
гichia coli по этому признаку. К ай г о род о в а Л. Е.- В кн.: 
Факторы развития бактериальных популяций. Свердловск: 
УНЦ АН СССР, 1980. 

Разработаны индикаторные плотные буферные мriнималь­
ные синтетические питательные среды с градиентом рН от 
4,4 до 8, пригодные для первичного клоналыю-колонпальноrо 
анализа бактериальных популяций по способности роста прн 
разных рН. Описана структура популяции производственного 
штам~1а Е. coli М-17 по этому признаку, исследована ее дина­
мика по кислотоустойчивости при развитии Е. coli в закис­
ляемых при росте культур жидких питательных средах. 

Илл. 3. Библиогр. 12 назв. 

У дК 576.8.095.1 

К структуре популяции вируса клещевого энцефалита в зави­
симости от станции обитания клещей в различных ланд­
шафтно-климатических зонах. С т ар о д у б ц е в а Г. И., М и­
н а е в а В. М., К о р зу х и н а Л. Ф., К о кш а р о в а Л. И., 
Шит о в а Р. В., Пар х о м е н к о Т. Г.- В кн.: Факторы 
развития бактериальных популяций. Свердловск: ~'НЦ АН 
СССР, 1980. 

Представлены материалы десятилетнего изучения зара­
женности клещей вирусом клещевого энцефалита, собранные 
в различных стациях обитания некоторых ландшафтно-кли­
матических подзонах Пермекай области. Исследовано 6300 
!(Лещей. 

Установлено, что для выявления вируса в к.1ещах целе­
сообразно пользоваться комплексом методов, значителыю по­
вышающим результативность исследования. Показано, что 
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свойства вируса в определенной степени з::висят от мест 
обитания клещей. Наиболее гемагrлютшшрующими и пато­
генными свойствами обладали штаммы, выделенные из кле­
щей, собранных на пастбищных стациях. Выявл<:ны разлпчия 
гемагглютинирующей активности и вирулентности вируса ,адя 
белых мышей в зависимости как от стации обитания, так н 
от ландшафтно-климатической зоны расположения последней, 
что свидетельствует о неоднородностн вирусной популяцнн. 

Табл. 2. Библиогр. 9 назв. 

УДК 356.9.095.1 

Ориитофауна Пермской области как резервуар ориитозной 
инфекции. Г о р о в и ц Э. С., Т и м а ш е в а О. А., В тю­
р и н В. П.- В кн.: Факторы развития бактериальных попу­
ляций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

С помощью ряда общепринятых и оригинальных сероло­
гических методик изучена естественная поражениость орни­

тозом различных видов птиц, встречающихся на территории 

Пермокой области. Обсуждаются роль и значение некоторых 
категорий птиц в циркуляции возбудителя арнитаза в усло­
виях Прикамья. Показано наличие природных и вторичных 
хозяйственных очагов арнитозной инфекции в области. Уста­
новлено, что на Западном Урале (как н в других климато­
географических зонах страны) основной резервуар возбуди­
теля арнитаза-полудикие сизые голуби и домашние птицы. 

Библиогр. 6 назв. 

УДК 

Динамика молекулярных форм rексокиназы, лактат-и малатде­
rидроrеназ на разных фазах развития популяции Escherichia 
coli М-17. Сысое в О. В.- В кн.: Факторы развития бакте­
риальных популяций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

Изучена молекулярная гетерогенность ряда ферментов 
энергетического обмена в ,клетках культур Escherichia coli 
М-17, развивающейся на мясо-пептонном бульоне и глюкозо­
солевой среде М-9. Показано наличие трех молекулярных 
форм гексокипазы с Rt 0,46; 0,54; 0,58 и двух- лактатде­
гидрогеназы с Rt О, 19 и 0,70; выявлена динамика их спектра 
при росте Е. coli на обеих средах. Для малатдегидрогеназы 
обнаружена только одна молекулярная форма с Rt 0,38. 

Установлено, что синтез быстромигри-рующей формы 
лактатдегидрогеназы индуцируется лактатом. Определена 
кажущаяся константа М-ихаэлиса отдельных молекулярных 
форм ферментов по соответствующим субстратам. 

Табл. 1. Библиогр. 9 назв. 

УДК 576.8.004.14: 553.982 

Антигенный анализ белков, накапливающихся в культураль­
ной среде выращивания внутривидовой популяции Esherichia 
coli. Кеворков Н. Н., Спектор Г. И., Калюж­
н а я В. М.- В кн.: Факторы развития бактериальных попу­
ляций. Свердловск: УНЦ АН СССР, 1980. 

В процессе исследований, проведеиных при помощи реак­
ции двойной иммунодиффузии в агаре, выявлено накопленне 
в среде •культивирования популяции Е. coli белков, отличных 
по антигенным свойствам от внутриклеточных белков микро­
организмов. 

Илл. 1. Библиогр. 5 наэв. 
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