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U 1973 голу эышел в свет выпуск I I Сток I 9 i 4 

Ученых элгтксков ЛГУ им.П.Стучки.Проиедиие ч года были 
очень плодотворным: зля коллектива кафедры.Получено 
Hfforc нггересных оригинальных дачных в ранках изучае­

мое проблемы. Результаты исследований освещены в ста­

тьях данного выпуска. 

ПрелчагаемыЯ вниманию читателей сборник харак­

терен не только потоками новых,до сих пор не изученных 
направление (­­^боты с гнотобнонтаин^, но и с научным 
кооперированием исследовании. 

Ряд евторов и соавторов стате?. данного сборника 
являются учеными, работапщими в дружи .научных учреж­

дениях.Так,H.H.Капранова и И.Б.Ленинская является со­

трудниками Казанского госуниверелтета им.В.И.Ульякова, 
В.Т.Еицев а З.А.ЕабаИцева ­ Московской с/х акадеки:.. 
им.К.А.Тимирязева, И.Я.Шпрунка ­ Института органиче­

кого синтеза, э А.А.Витола.А.П.Лодзиня.Т.Н.Миллер ­

Инсгитута неорганической химии АН ЛатвССР. 
Авторы статен приводят данные о более глубоком 

проникновении в процессы метаболизма пуриновых и пири­

МИДИНОЕЫХ соединения, чего не было в предыдувдх выпус­

ках.Так, впервые установлено деэамиыироввние экзогенных 
ЦМФ и ГМФ на стадии нуклеотида (И.О.Муйжниекс.Н.Я.Ви­

тол"1; покачано повышение активности нуклеолитических 
ферментов в процессе роста Bacillus meeenterlcua в 

средах, содержащих РНК и ее копононты (М.К.Капранова 
и др.*.Показано взаимодействие кишечной микрофлоры с 
Ферментативными системами макрпорганична (подопытного 
животного"> в процессе деградации некоторых пуриновых 
и пнрипидиновых соединений (Р.Ц.Звилна и др.,А.П.Грин­

берг и др."1 .Впервые показана трансформация экзогенного 
АТФ в цикло­З',5'АМФ в процессе роста бактерии (А.А.Ли­^ 

ане и др.'*. 
Авторы благодарят всех студентов и технических ра­

ботников,которые участвовали в разных этапах исследова­

Н К " ' • Редколлегия 



' Мумниеко И.О. 

ЛГУ им Ц, Стучки ( Рига ) 

МЕТАБОЛИЗМ ОРОТОВОи КИСЛОТЫ ПОЧВЕШШЬМ БАКТЕРИЯМИ 
РОДОЬ РЭБШМЯНЯАЗ И МУСОВАСТШииМ 

' М??абоЛйзм 'оротовой кислоты, которая является пред­

шественником всех пнримидиновых соедионий клетки, широко 
изучен в различных организмах [6,17,19,27], в том числе 
в аэробных я анаэробных бактериях, выделенных из почвы 
[20,25,26] и ила (¿1] . Установлены анаболические и ка­

таболичеокие пути биохимических превращений оротовой 
кислоты. Подробно изучены ферменты, катаболизирующие эти 
превращения, в особенности оротатфоофорибоэилтранофе­

рава ?пирофосфотаэа) [12,22,23,24], оротидилатдекарбок­

оилаэа[22,24,25,31], дигидрооготатдегидрогеназа[12,13]. 
Найдены ингибиторы 4* пото биосинтеза пиримишнговых нук­

леотидов из оротовой кислоты, изучен, часто на бактери­

альной модели, механизм их действия [28 ] . Наиболее широ­

ко о писана интибнция Of.fi­ декарбоксилазв 6­азаурапилом и 
6­азауридином, которые в клетке анаболиэируются в 6­аэа­

УМФ р 4 , 2 8 ] . Установлено, что другой аэааналог пириыиди­

новых соединений ­ 5­аэаоротовал кислота ингибирует фос­

форибозидацию оротовой киолоты [ 15 ] . 

Несмотря на обширный Фактический материал по биохи­

мии микробиологического превращения оротовой кислоты, 
отсутствуют систематические исследования по возмотаоотям 
утилизация оротовой кислоты почвенными микроорганизмами. 
Недостаточно изучены пути трансформации оротовой кислоты 
о образованием урацилаГЗ]. Гипотеза о прямом декарбокси­

лировании оротовой кислоты £9,20] в атом случае не имеет 
достаточного экспериментального подтверждения. В дачной 
работе представлен материал по исследованию способности 
бактериальной микрофлоры различных типов почв ЛатвССР 
утилизировать оротовую кислоту и некоторые физиологичес­

кие и биохимические свойства этих бактерий. 

http://Of.fi-
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Методика 

Пробы почвы были взяты стерильными 50 мл пробир­

ками. Метод выделения микроорганизмов, опособных к ути­

лизации оротовой кислоты в качество единственного ис­

точника­ уг п е родного я азотного питания в хядкой среде 
(сред.­; I ) описан ранее f 4 ] . Кроме того, нами использо­

вались ореды, где оротовая кислота добавлялась в 0.05% 
концентрации к полной синтетической среде (ореда I I ) . 
Средой I I I обозначена среда I I , к которой добавлен 
5­азаураиил в концентрации 0,055?. Основа синтетической 
среды описана­ ранее(4}. Используя среды I I и I I I отби­

рались те накопительные культуры, где полярографически 
[16] было определено уменьшение концентрации оротовой 
кислоты. Количество бактерий, способных развиваться на 
полной синтетиче ской среде и на среде I , определялось 
методом подсчета "колонии на чашках Летри с агаризован­

ной соответствующей средой. Of'iee количесгво почтенных 
сапрофитов определялось посевом на рыбно­пептонном ага­

ре (РПА) [ б ] . Полученные результаты обрабатывались' 
статистически t í ) . 

Для определения продуктов трансформации экзогенной 
оротовой кислоты, бактерии выращивались в жидкой пита­

тельной среде 1,11 или I I I в колбах Эрленмейера ( 100 
мл среды в.0.5 л колбе или 20 мл среды в 100 мл колбе). 
Рост культур определялся фотоэлектроколоримэтрически 
на ФЭК­56, фильтр # 6, 3 им кювета. Продукты трансфор­

мации идентифицировались методом бумаяной хроматогра­

фии, электрофорезом, спектрофотометрией в УФ­лучах, 
способами , описанными ранее. (2 1 . Продукты восстанов­

ления пиримидиновых соединений после бумажной хромато­

графии окрашивались п­диметиламинобензальдегидом 
(п­ДАБА) [ I I ] . Были использованы следующие системы рас­

творителей для бумажной хроматографии и буфера для 
электрофореза: I ­ изомасляяаякислота:аммиак:вода 

­ 59:4:37, I I ­ изопропанол:аммиак:вода ­ 14:1:5, I I I ­

­ этилацетат:уксусная к­та:вода ­ 3:1:1, ГУ ­ бутанол: 
:уквусная к­та:вода ­ 4:1:1, У ­ трет­бутанол:ыетил­



этилкетон:вода:муравьиная к­та ­ 44:44:11:0.25, У1 ­

­ 0.05 М янтарная к­та:бура рН 5,0, УН ­ 0.05 f.¡ трис­

­гидрохлорид, рН 8.0. 
Для получения бесклеточных экстрактов бактерии, вы­

ращенных в.жидмнт питательной среде, в конце лог­фазы 
роста их центрифугировали при 0°С, прошвали холодным 
O.I М К­фосфатным буфером рН 7.2, содержащим 0.1 !.1наС1 
и суспендировали в 0.02 исходного объема вышеупомянутого 
буфера с добавкой до'0.01 М концентрацик дитиогреитола. 
Клеточная суспензия обрабатывалась ультразвуком на при­

боре УЗДН­1 ( 22 КНЯ , 0.5 мА, 7 раз по I мин с двух­

минутным интервалом). Остатки клеток и субклеточные 
структуры были отцентрифугярсваны при 105 тыс, 8 40 мин 
при 0°С на центрифуге ВАК­60. Количество белка в супер­

натанте опрелялось методом Лоурц (24] . 

Активность оротат­ и урацилфосфорибозилтрансф.ераз 
и уридинкиназы определялась несколько модифицированными 
методами, описанными ранее [ 10 ,27 ] . Инкубационная смесь 
для определения активности фосфорибозилтрансфераз со­

держала в 0.3 мл ­ 30 ledi К­фосфатного буфера рН 7.2, 
30 MKf.lfrffi , 6 мк}.' M g C l 2 , 3 мкМ дитиотреитола, 
40 нМ 'фосфорибозилпирофосфата , 10 нЫ оротовой кислоты 
или урацила ­ 2­ 1 4 С и I мг белка бесклеточного экстракта. 
Инкубационная смесь для определения активности уридин­

киназы содержала в 0,3 мл ­ 30 мкМ К­фосфа*гного буфера 
рН 7.2, 30 Mdl HaCl , 6 мкМ MgCl ­ t 3 икЫ дитио­

треитола, 10 нМ уридина­2­ **С, 0.1 мкМ АТФ и I мг белка 
бесклеточного экстракта, ,ля прекращения реакции 0.1 мл 
инкубационной смеси переносили в 0.1 мл 2% раствора де­

де цилсульфат а натрия или в такой же объем 0.4 М ЭДТА. 
0.15 млполученной смеси наносили на хроматограмму, кото­

рую хроматографировали в системе I.­После хроматографи­

рования зоны, соответствующие пиримидиновым основаниям, 
нуклеотидам и вуклеозидам, были вырезаны и в них опреде­

лена радиоактивность методом жидкостной сцинциляции. 
Использовалась сцинткляционная жидкость Z C - I J 7 , измере­

ния проводились на приборе SL ­ 200. 
) 



Включение оротовои кислоты 2­ i 4 C в нуклеиновые 
кислоты определялось в клеточных суспензиях. анкубади­

ошая оиаоь содержала в 0.2 мл ­ 20 МкИ К­сосфатного 
Oydepa рН 7.2.J2D мкь; H«6l , 4 BOdS MgC l 2 , 2 ":жМ 
дигаотреитола, 1СнМ оротовом кислоты 2­С х / 1 и 3 • 10 ­

10 бактериальных глеток. Чнрез 5 мин инкубации смзсь 
охляяпялась и к ней был добавлен равный объем холодной 
0.8 H н с ю 4 , через 10 мин выдерживания на льду смесь 
центрифугировали, центрифугат 2 раза промывали в I мл 
холодной 0.4 H НСЮ4 , ре суспендировали в С.З мл воды, 
сушили на бумаге и определяли радиоактивность в кислото­

керастворимой фракции методом, описанным выше. Суперна­

тант после первом центрифугеции нейтрализовали КОК и 
подвергали хроматографическому анализу для определения 

радиоактивности » кислоторастворимых продуктах трансфор­

мации оротовой кислоты 

Результаты и обсуждение 

Пробы почт: для количественного определения бакте­

рий; способных утилизировать' оротовую кислоту в качестве 
единственного источника азотного и углеродного ­питания, 
были взяты в окрестностях г. Риги и сгруппированы в 4 
типа по.качественным показателям. Ееличина рН всех проб 
находилась в пределах 6.2 ­ 8.0. Полученные результаты 
по разным типам *ючв показаны в таблице I . Число бакте­

рий, утилизирующих оротовую кислоту, варьирует в разных 
почвах, по составляет постоянную часть популяции всех . 
бактерий, способных расти на синтетической среде (около 
4.7$), которые в свою очередь составляют около 0.1% 
числа популяций, вырастающих на РПА. 

Для выделения чистых культур бактерий, трансфор­

мирующих оротовую кислоту, использсъали метод накопитель­

ных культур в жидких синтетических гпективных средах, 
т.к. этим методом можно "получить ферментативно болчя 
активные штаммы по сравнению с вырастающими на анало­

ги'?пнх агаризованных стелах. Б таблице 3 , отражающей 
количество, систематическую принадлежность и биохими­



чеокую активность полученных бактериальных штаммов не 
указаны типы почв, из которых те были изолироганы, т.к. 
это не имело существенного влияния на получаемый резуль­

тат. Все полученные 45 штаммоЕ были определены до рода: 
всего 27 штатов рода leeuclctnonaa И 19 штам?.юв 
рода Mycobacterium : . 10 штаммов были определены 
ДО вида: Pseudomonas nonliquefaciene,307, P.sciesa 23, 
P.fluorescens 96,134,219,227, Mycobacterium album 2, 
M. fla\nun 1 0 7 , M, lactioolum 141,192. 
Номера после родового или валового определения штаммов 

были получены в ходе выделения. Среди изолированных штам­

мов, утилизирующих оротовую кислоту, оказались предста­

вители двух родов, немногочисленных по сравнению с рода­

ми B a c i l l u s , Bacterium , обитавших в почре. Очевид­

но, что именно ферментные системы представителей родов 
Pseudomonas, Mycobacterium быстрее остальных 
микроорганизмов способны индуцироваться оротовой кисло­

той и пиримвдиновыми соединениями вообще[4^ что и обус­

лавливает их преобладание в накопительных культурах на 
элективных • средня. Наиболее активно оротовая кислота 
используется штаммами­бактерий, изолированных на этом 
соединении в качестве единственного источника углерод­

ного и азотного питания (Таблица 3 ) . Изучение продук­

тов трансформации оротовой кислоты, которые объединены 
в таблице . k , показывает, однако, что эти штаммы ката­

болизируют оротовую кислоту по восстановительному пути. 
Только у двух штаммов из 26, выделенных на среде I , в 
присутствии экзогенной оротовой кислоты отмечено образо­

вание урацила. Более разнообразны пути трансформации 
оротовой кислоты в штаммах бактерий, изолированных на 
средах I I и I I I (Таблица Ч ) . Из штаммов, использую­

щих оротовую кислоту в качестве дополнительного источ­

ника питания (среда I I ) , 2 штамма накапливают в среде 
продукты только восстановительного катаболизма, а 4 ­

­ только урацил и продукты его деградации. Отмечено 
также образование У?.'* и уридина в присутствии оротовой 
кислоты. Большинство штаммов бактерий, утилизирующих 
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оротовую КИСЛОТ.: в присутствии 6­азаурашиа, накаплива­

ют в среде культивирования урацил. Сравнительно часто,у 
двух этаммоз из восьми, отмзчено накопление уридкна. Про­

дукты трансформациидротовой кислоты были идентифициро­

ван!' пхГсоъдадению :а кг ­величин з бумажно;­, хромате­:» 
графии в трех ситемах с соответствующим свидетелем, по 
их У<*­спектрам поглощения, электро^оретяческо;; подвижнос­

ти и цветным .реакция;* с паса­ДАЬА. ".из/ко­хкмическая ха­

рактеристике продуктов трансформации оротовой кислоты 
представлена в таблице 5. 

Таблица I 

Количество бактерии ( в тыс. на I г почвы ) 
выделенных на разных агарьзоза.чных питательных 

средах 

Тип 
ПОЧБЫ 

Кол­во Кол­во бак 
исслед.тэрия,рас­
проб тущ.на РИА 

Кол­во бактерий Кол­в" бакт. 
ргг­.тущ.па ara­ раст.на ага­
ризов. ПСС. риз.среде 

вхаелекяя! 
абс.числ |в %* 1абс.ч Б/?** 

Дюнная .7 322*37 0.61*0.10 0.19 28±5 У 4.6. 
Лесная 
подзолист.10 1543*62 1.41*0.21 0.09 71*8 "5.0 
Культиви­
рованная 
подзол. 

12 3271*105 29*0.33 0.09 139*9 4.7 

Ого годная, 
компост. 10 

# 

5239*112 4.8*0.35 0.09 223*12 4.6 

* Из каждого исследуемого рэзЕедения почвы были 
сделаны 3 высева на чашки Петри и гпя дальнейших вы­
числений взято среднее число выросших колония, про­
центы вычислении из средних величин: 

и ­ бактерии, растущих на РПА, 
хх­ ­ бактерий, растущих на ПСС, 

у ­ число колонки на I г почвы. 
Статистические расчеты проведены по описанной ме­

тодике ( I ) . 
Анализируя нол.­.ченные данные о накоплении в среде 

культивирования­продуктов трансформации оротовой кисло­

ты, ©южно составить несколько схем,превращения этого 
соединения (Рис.1). 



1. 0К­­ ДТО­. ИНд, С0 2 ; 
2. ОК ­ » ДТО —• УЯК ­ ­» НН3, С0 2 

3. ВД3С02*­ДГ0*­0К­­­»Ура ­ » • УПК­ ­гКН3, С0 2 ; 
4. ИНоСОр<­­ДТО«­ОК—г У р а ­ » ДГУ^ 

^ТЩ С 0 2 ' 

• 5. ^ С О ^ ^ Д Г О * ­ 0К~» Ура ­»• ДТУ­­ »яН 3 , С0 2 ; 
6. 1Б 3 С0 2 ­­ДТ0*­ 0К­*Ура­ ­ »НН 3 , С0 2 ; 
7. ОК­ ­­Ура ­ гдТУ­^УПК­,НН 3 ( С0 2 ; 
8. ОК­ ­ Ура ­гДТУ^ с 

^ Б К ­ ^ З ­ С ° 2 ; 
9 . ОК­­»Ура­*­ДТУ­гНН 3, С0 2 ; 

10. ОК­ ­ »Ура ­ »БК­ *НН 3 , С0 2 ; 
Но 0К­»УД ­ » • Ура­*ЯН 3 , С0 2 ; 
12. 0К­­УЬВ> — УД - р - Ура ­ + НН 3, С0 2 . 

Рис. I . Биохимические пути превращения экзоген­

ной оротовой кислоты у исследованных штаммов почвенных 
бактерий. 

Прерывистой линией обозначены пути метаболизма, 
все промеяуточные продукты которых не идентифицированы1 

^ '•• Предположение о полной минерализации оротовой 
кислоты было сделано по наблюдениям уменьшения концент­

рации продуктов её трансформации в среде в процессе куль­

тивирования. Данные о систематической принадлежности 
штаммов, у которых установлены показанные на рис.1 пути . 
трансформации оротовой кислоты, объединенные в табл.2. 

Таблица 2 
Пути трансформации оротовой кислоты у некоторых 

штаммов бактерий 

Систематическая принадлежность штаммов | трансформации 

* Т ! 2 

Peeudomonee nonliquefsciene 307, P B . e c i ­
вве. 2 3 . Peeudomonee sp . 7 ,11 ,41 , 4 4 , 4 8 , 
49 ,52 ,67,71,81,92,93 ,134,211,242, Myoo­ z 

bacterium lacticolum 141 , Mycobacterium , T » 
ap. 5 , 7 , 7 7 , 7 9 , 1 3 1 .  { CU' P* 0 * 1 ' 



г ? т 
Рвеибошстьв Г1иогевсепо,134, Раеиаотопав • , 

ер. 24,94, М у с о Ь ^ е г 1 ш 1 ьр . 132 
Раеийолопае ер . 3, ­I 1 '­ 3 
МусоЬасгег1ит вр. 29., 5 3 . 191 4 
МуеоЬае*ег' .ит ер . ?9 к 5 
РеесЗотопае Г1иогезсепв 219 с 
Рвеиситопав вр. 59, МусоЬв<^ег1\» 1 а с И с о ­ 7 

1ит 192 ' 
МусоЪв^ег: ! .™ а1Ьит 2 в 
Рееиаоптопав Г1иогеасепа 227 9 
МусоЬв<^ег1ит эр . 47, 129 ТО 
МусоЪае*ег1ип ЗДвлгат 107, ЫусоЬвс­Ьег1и1п 

ер . 62, 123 " 
Рвеиаопоп>­в f l uo гe зcenв 9о 12 

Систематическая принадлежность лтамков определена 
по определителям Красильнаков.: [©3 п Бердтя [ 8 3 . 

У некоторых из изученных штаммов ( рис .1 ) впервые 
показана трансфОв>мация экзогеино;; осотовой кислоты, 
пара лельно в .цигидрооротовуя кислоту и урацил. «же "ра­

нее было описано наличие па раллель­шх путей трансформации 
урацила в почвенных микобактериях [ 2 ] . 3 настоящей раооте 
катаболизм урацила с образованием дигидроурзци­.а и бар­

битуровой кислоты показан в одном и то»' ае яташе пред­

ставителей родов КусоЬас1ег1ит, Раеиаотопав . изучение 
регуляции действия бактериальных ферментов в случае 
параллельных путей трансформации экзогенных соединений 
представляет интерес для дальнейшего исследования. 

Использование экзогенной оротоЕой кислоты в ка­

честве предшественника пиримидиновых соединений в нук­ . 
леиновых кислотах изучалось на »;рим'­рз трех штаммов, 
изолированных на различных средах. В сусг.разиях клеток 
было определено включение метки в гчелотонеоастворимы.. 
нуклеиновый материал из оротовой кислоты 2­* чС. Резуль­

таты показаны в таблице б­ У всех отимвбв, наряду с 
включением части радиоактивности в кислотонерастворимый 
материал, отмэчен и параллельно протекающий процесс ', 
катаболизма оротовой кислоты ,о чем можно судить 
по накоплению радиоактивности в я* зоне дигидрооро­

товс.й кислоты на бумажкой хроматограмме. Б пределах 
эксперимента увеличение концентрации оротовой кислоты 



вызывало увеличение активности её катаболизма, при этом 
количество оротсво!. кислоты, вклачэеное в нуклеиновый 
материал существенно не изменялось, что косвенно сви­

детельствует об индуцибельвости Ггеркеятов, участвупцих 
в её деградации. _ 

Были из.гче:™. ­вевмоиноетн утилизации других пурино­

вых и циримидпновых соединений в качества едняственяых 
источников углеродного и азотного или только азотного 
питания полученными штаммами бактерий, трансфоршрупаих 
ор­­товую кислоту. Проверялись возможности бактерий, изо­

лированных на оредах I I и I I I , использовать оротовую 
кислату в качестве единственного источника питания. 
Результаты объединены в таблице 7. Наивысшей фермента­

тявно;;'­активкостью , по отношении к. другим пуриновым и 
пирямидиновым соединениям обладают штаммы, изолированные 
на среде I . Еееми изученными штампами пуриновые соеди­

нения в К'честве источников питания использовались на­

много хуже пиримидиновых. Штаммы, изолированные на сре­

дах I I я 11*1, плохо использовали я пирнмидиновые соеди­

нения { включая я оротовую кислоту) в качестве един­

ственных, источников углеродного и азотного или азотного 
питании. 

Штаммы бактерий, выделенные на ореде I I I были ре­

знотвятиы» к ингибиции их роста 6­аиаурацклом в при­

сутствии оротовой кислоты. Ьыла предпринята попытка вы­

яснить механизм их резистентности. В физиологическом 
эксперименте было изучено влияние 6­азаурацила, 3­аза­

уридина и 5­азаоротовой кислоты на рост этих бактерий 
в ПСС в­присутствия и без оротовой кислоты. Результаты 
представлены в таблице 8. Таким образом, выделенные 
штаммы, резистентные к 5­ маураднлу, могут быть подраз­

делены на несколько групп? I ­ резистентные к 6­азаура­

цилу и б­азауридин^, чувствительные к 5­азаоротовои 
кислоте ( Табл.. е ) ­ Л№ 2,3,7{ I I ­ резистентные к 
6­азаурацилу, чувствительные к б­азауридину и 5­азаоро­

товой кислоте ( Табл. 8. Ж* 1,4,8 ) ; I I I ­ резистентные 
к 6­азаурацилу, 6­азауридину и 5­азаоротовои кислоте в 
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присутствия оротосо:; кислоту (Табл.8 Щ 5.G). 

Таблица 3 

iDrei/j.sj бактери»., полученные методом накопительных 
. . л.ультуг не равяаЧййС средах вц'.эления 

Средз количество Ксл­so оро­Родсиая поцнодл­.^кость 
выделения полученных ТОБО ; . К ­ Т Ы полученных шта:с.:ов 

штаммов в лаг­т^зе 
н£' 

I ­ . 38 20*5 18 :üT.peeudoinonas 
Б от .Mycobacterium 

1 I I 12 70* ' 6 OT.peeudomonM 

6 шт .Mycobacterium 
I I I 8 80*5 3 uiT.pBeudomonas 

5 ""i' •V.ycobacterlum 

Количество оставшеься в среде кульсивяровани" 
оротовой кислотп определялось полярогряг'ически, прини­
кая за 100» количество оротово». к­ты Б начале культиви­
рования. В среде выделения Ш при поляпогра^ическоя опре­
делении ODOTOBOH к­ты появился другой пик тока деполяри­
зации с максимумом при 0,4-0,5 мВ ооответствупцик азаура­
цилу, который существенно ие влиял на высоту лика тока 
деполяризации оротовой к­ты с максимумом пои 0,7­0.8 нВ. 

Среднее количество оротовой к­ты, оставшейся в сре­
дз культивирования определялось из показателей, полу­
ченных ллк отдельных штажов после статистической про­
верки принадлежностей этих показателей к исследуемо., 
совокупности, отмечено 5 случаев невхоздения в исследуе­
мую совокупность v птгагъс­в, выделенных на среде I , два 
случая на среде I i^ 

ОротоЕвя кислота не влияла на резаотвнтность или 
чувствительность к ингибиторам штаммов I и I I группы, 
далее' была проанализирована активность ооотат­ и ура­

цнл*ос<'орибозилтрансфераз и уридинисозы как представи­

телей вышеуказанных групп микроорганизмов, ризистент­

ных к 6­азаурацилу. •Полученные результаты представлены 
на рис.2(а,б,в).следовательно, можно предположить, что 
резистентность к 5­азаурацилу и 6­аэа.уридину штаммов £ 
группы ( представитель Peeudomonae ер.114 ) обус­

ловленно дефицитом'ферментов, превращающих эти соедине­

ния дативную }орму ингибитора ­ 6­азаУЖ. У штаммов 
I I группы ( представитель М. flavum 107 J обизружи­
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вается пониженная активность урацилфос^орибозилтрансфе­

рааы, что и обуславливает их резистентность к^б­азаура­

цилу, в то время к а Я 6­азауридян является активным инги­

битором благодаря присутствию в штамме уридш!киназы, 
фосфорилируидей последнего в 6­аэаУ1Л. 

. л •— Таблица * 

Продукты трансформации, идентифицированные в средах 
культивирования штаммов бактерий, утилизирующих 

экзогенную оротовую кислоту 

! число штаммов, накапливающих 
Соединение ! данное соединение 

1 
I * 1 I I I I l l 

о 
Дигидрооротовая к­та 

( Д Г 0 ) 26 8 2 
Уреидоянтарная к­та 

( У Я К ) 4 I I 
Уранил С Ура ) 3 10 7 
Дигидроурацил ( Д Г У ) 3 3 3 

­уреидопропионовая ' 
к­/а ' ' ( У П К ) I 2 I 

Барбитуровая к­та(Б К) I 2 . 3 . 
Уридин ( Уд) Willis 2 2 

Уридин­5­монофосфорная 
к­та ( 7 И Ф ) I ­ . ; 

я ­ среды, на которых выделены данные штаммы. 

Не ясным остается механизм резистентности к 6­аэа­

урацилу, 6­азауридину и 5­азаоротовой кислоте в присут­

ствии оротовои кислоты штаммов I I I группы, у представи­

телей которой ( Mycobacter ium вр . 129 ) обнаруже­

на активность ура1Ц1лфосфориоозилтрансфзра8ы и сниженная 
активность оротатфоофорибозидилтрансферазы. Возможно, 
что в этом случае урацил образуется из оротовой кислоты 

v^_ (p j iC . I ) I Путем биохимического превращения минуя 
стадию 0Ш. Это предположение требует дальнейшего экс­

периментального подтверждения. 



Рис. 2, Активность некоторых ферментов ав поте 
биосинтеза пиримидиновых соединений у бактерий Рвеиао-

шопав Т1иотевсепв 1 3 4 . ( 1 ) , Рвеийотопав вр. 1 1 4 . ( 2 ) , 

НусоЪа(^ег±ит ер . 129 , (3 ) ,МуооЬас *ег1ив П е т и т 1 0 4 , ( 4 ) . 

а) - активность урацил фосфорибозилтрансфе-" 
разы. 

б) - активность уридин киназы. 
в) - активность оротатфосфорибозиятрансферазц. 

Активность фермента определялась как количество 
мм продукта, образованного из меченного углеродом-**С 
по второму атому цикла урапила, уродина и оротовоа 
кислоты. 



Гцйлица 5 

оротовой 1ЯСЛСТЫ. 
[.. Некоторые (1ав.,а«>­хлтагшские кояотантв продуттов трансформации 

Ш ! СОШНЕЕЖ 
Р' в системах 

0 ! Э П* мах.абсорбции!Цвет. 

I I I ! г I 71 | га | РН I 

0,33 0.15? 0,22 0.45 у •одэ +3,1 +6,0 28й 286 

0,43 0.05 у 0.39 0,53 0,58 +2.1 +5,7 - 2 3 5 х у жхх 

­ 0,34* 0",'57 0,52 0,50 +1,4 +5,0 _ ж Л ­ 0,34* 0",'57 
• 

0.59 0,50 0,61 0,60 0,51 43,3 +0,5 259 284 ­

0,39 0,57 0.69 0,63 ­ 0 0 ­' 230 х 7 1 ы 

0,35 0,46 0.75 0.63 0,68 0 а0& ' 1 * • • Ж 

0,52 0,55 0,40 0,38 0,43 0 0 2о2 ­262 . ­

0,41 0,10 0,12 0,20 +4.5 +7,2 262 231 

0,48 0,42 0,59 0,о0 0.47 +2,5 +6,1 . ­ 259 0 

1. Оротовая к­та СОК) 
2. Дкги V. эоротоБая 
\ к­та (ДТ0> 

3. Уреидояятаргшя 
к­та (УЯЮ 

•I. Урацил (Ура) 
5. Даги::роурацил(Д1У) 
6. р­7рвидопрошояо­

вал к­та ̂ УПК) 
7. Уридин (УД) 
8. . Урюзш­3­моно4ос­

фбраая к­та (У6В) 
9. Барбитуровая я к­та 

Не указаны данные по мочевине, т.к. ее накоцление обнаруживалось 
и в отсутствие оротовоы кислоты. Обозначения: Ж ­ желтый, 0 ­ оранжевый; примечание: 
х ­ электрофоретиЧБсаая подвижность/ ск 2 ' 3 " 1 » с " 1 . ю 5 / , И ­ после обработки.0,5 нНаОН, 
У ­ растянутое пятно­абсорбции, хУ ­ экстента р^зко уменьшается­во времени. 



Таблица 6 

Включение оротовон кислоты ¿-^0 в кислотонераство­

рлмую фракцию клетки и её деградация в некоторых 
штаммах бактерий 

Штэии 
бактерий 

аодичестзо радоактиЕидстд 
в зоне ДГС в кислотонераст-1 

Рвеиаотопев 

вр. 21 

Т ~ 
; лопцентр 
ероговой 
к­ты в 
и.чкубац. 
смеси (нЫ) имп/мин !в % .•имп/мин ! в % 

10 320}­ 3.2 28000 28.0 

сгоакпии 

100* 12203 12.9 2240 2.2 

10 Н у с о Ь а ^ е г 1 и л 

вр. 62 103" 

2340 2,3 30210 30.2 

10190 10.1 .3530 3.5 

Рвеиаотопав 

г1иогввсепв 

134 

10 

100* 

60Ф, 6.0 21620. 

19280 19.3 2000 

21.6 

2.0 

к ­ 10 нМ оротовоЙ к­ты 2­ 1 < .С разведены 90 нМ 
пемеченкои оротовой к­ты. 

Суммируя полученные данные можно представить общую. 
схему биохимической трансформации экзогенной ОрОтовой 
кислоты в почвенных бактериях родов Рввиаотопая, 
МусоЬв^ег1ита (рно.З). 

У ЯК « ­ ­
I 
ч 

ия э , с о 2 

I 

УПК — 

дго 

ЛГУ —*.нн 3 , с о 2 

РИС. 3. Схема биохимической трансформации оро­
о • 

товой кислоты у почвенных бактерий. . 
НК ­ нуклеиновые кислоты. * 
В скобках показаны соединения, не ндентийици­

рованные в экспериментах. 

ЙШиЮТЁКА 



Таблица 7 
Утилизация пуриновых и пиримидиновых соединений 
в качестве аднмственных источников углеродного . 
и азотного или только азотного питания штаммами 
бактерий, выделенных в присутствии оротовой к­ты 

Соединение Тип КолАво штаммов, утилизирую­

• I \ ! ! I I I ! 
I I * , 2 I 

Урецил 
I I 20 4 2 

Уридин 
<­> 

I 14 2 -
Уридин 

<­> I I 21 3 

У М Ф I 13 I _ 
У М Ф 

I I 21 ¡2 

Цитоэин I а I I Цитоэин 
I I 21 а I 

Цитидин I 9 Цитидин 
I I 20 4 

Але нин I ­ I Ш 
Але нин 

I I 3 — — 

Аденоэин I I _ 
Аденоэин 

I I 5 

0ротовая к­та I 26 2 I 0ротовая к­та 
I I 26 5 2 

Тип среды I ­ пуриновое или пиримидиповое соеди­

нение в. качестве единственного источника углеродного 
и азотного питания. 
\ Тип ореды I I ­ пуриновое или пиримидиновое соеди­

нение ­в качестве единственного источника азотного пи­

тания. , 



Таолица 8 
Рост бактерий, выделенных на среде I I I в присутствии 
различных ингибиторов de novo биосинтеза пирими­

Дияовых соединений 

Состав средь 

Штамм 
бактерий И 

О 

А 

>> 
о fr­
и о 

ю I 
•+ 

О ä 
+ 

19 

9 0 

+ о 

о 

К 

<а о 

•I 
о о 
И 

с­ Ч 
| 1 
о о 
П О 

.? 
СО 

О IH 
H I 

Peeudomonae Peeudomonae + 
ер . 92 + + 

+ 

Pseudomonas 
ер . 114 

+ • ±' + + + + 

Pseudomonas 
f l u o r e s c e i n 227 

+ + + + ­ + 

Mycobacterium 

ер . 403 
+ • _ + • _ Mycobacterium 

ер . 403 
Mycobacterium 

± 
е р . 47 + + + T T 

Mycobacterium 
album 8 + + + ± + + + .+ 

Mycobacterium 

a p . 129 
• - ± + + t 

Mycobacterium 

f lavum 107 
+ + ­ ­ + - Н а ш 

+ ­ рост через 48 часов по ФЭК выше 0.5 

± ­ рост через 48 часов по ФЭК между ' ).2 и 0.5 . 

" ­ " ­ рост через 48 часов по ФЭК ниже 0.2 
Оротовая кислота и все ингибиторы к среде культиви­

рования добавлялись в концентрации 0.05$. 



Выводы 

I . Бактерии, способные утилизировать оротовую 
кислоту, введенную экзогенно в качестве единственного 
источника углеродного и азотного питания составляют 
около 5% от всех бактерий, вырастающих на синтетичес­

кой среде в любом исследованном типе почв и принадле­

жат, В ОСНОВНОМ, К родам Pseudomonas, Mycobacterium. 

I I . Активность биохимической трансформации экзо­

генной оротовой кислоты и других пуриновых и пиримиди­

новых соединений зависит от среды, на которой были вы­

делены соответствующие штаммы бактерий. 

I I I . Представлена схема биохимических тоеноформаций 
экзогенной оротовой кислоты в почвенных бактериях. Ус­

тановлена трансформация оротовой кислоты в дигидрооро­

товую кислоту и урацил в одном и том же штамме. 

1У. Показано, что резистентность некоторых штаммов 
почвенных микроорганизмов к действию 6­азаурацила и 
6­азауридина обусловлена дефицитом ферментов, катали­

зирующих' взаимопревращения пиримидиновых соединений. 
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^^ШЩщЩщвШ ЦЖЩШ­ Й ГУАПОЗИН ­

ГРИБАШ I 

Спосбоность двзаминировать адениловые нуклеотиды 
присуща представителям различиих групп микроорганизмов 
ГЭ, 5. 20}. Существование аналогичных реакций до сих пор 
не показано на примере других рибонуклеотидов, содержа­

щих свободную аминогруппу ­ цитидин­ и гуанозинмонофос­

фатов( в работе исследовались только 5 ­̂монофоофаты). 
Ожидаемые продукты гидролитического дезамипирования ДФ 
и Г4 ­ уридин­ и ксантозннмонофосфатн являются естествен" 
ними продуктами метаболизма любой клетки. УФ обязатель­

ный промежуточный продукт биосинтеза ц пото в с е х пири­ 1 

мидиновых нуклеотидов [181 Дезокси­УФ и девокси­Оф мо­

гут образоваться как у бактерий C7.I0. I7j , так и у зука­

риотов Цб'| путем дезаминирования дЦФ, однако аналогич­

ные реакции на примере невосстановленных цитидиловых нук­

леотидов не известны. КФ образуется в клетке в процессе 
биосинтеза ГФ из ИФ [ 3 ,13 , 1 0 • Известна реакция и не­

гидролитического дезаминирования ГФ в ИФ [ 1 2 , 15 , 2 1 3 . 

У некоторых бактепий с нарушенным биосинтезом ГФ отме­

чено накопление КФв среде культивирования [ о ] . Исследо­

вания по метаболизму ЦФ и ГФ в основном были проведены 
на мутантных микроорганизмах [7,8,14,17] . 

I Б работе использовались следующие сокращения: 
ЦФ ­цитидинмонофос^ат, УФ ­ уридинионофосфат, ИФ ­ино­
эинионофосфат, ГФ ­ гуанозинмонофосф&т, Ц. ­ цитидин, 
У ­ уридин, 1 ­ гуанозин, К ­ ксантозин, Ъэ ­ цитозин, 
Ур ­ уранил, Гу ­ гуанин, Кс ­ ксангин, дЦФ ­ дезокси­
цнтидинионофосфат, дУФ ­ деэоксиуридинионофосфат/ 
И ­ ксантозинмонофосфат. 

http://C7.I0.I7j


В этой работе представлен материал но изучению 
трансформации экзогенных ЦФ а ГФ,. взятых в качестве 
единственных источников азотного питания* в развивающих­

ся культурах, суспензиях гиб1 и экстрактах гиф почвен­

ных микроскопических грибов**. 

столика 

КФ был приготовлен из ГФ дезаминированием с НЖ>2 

по методу Клейнзеллера f l l j . Остальные нуклеотиды, нук­

леозиды и основания ­ производства фирмы E­janal, 
Способность к трансформации ЦФ и ГФ была проверена 

у штаммов грибов, развивающихся на минеральной среде I 
следующего состава: RjHPO^ ­ 0,05;?, KCl ­ 0,3%, Mgso ­

­ '0,01$, глицерин ­ 3 мл/л, янтарная к­та ­ 0,1%, * 
(нВд) гао^ ­ 0,1%, смесь микроэлементов ­ I мл/л. Сос­

тав скзои микроэлементов описан ранее [2]. Эти штаммы 
были получены*путем высева разведении почвенных суспен­

зий на чашках Петри с агариэованной средой I , содержа­

щей 100 ед4астрептомициноульфата. Чистые культуры по­

"лучали последующим пересевом из отдельных колоний на 
аналогичную среду. Бактериальная чистота полученных 
штаммов' грибов била проверена путем микроокопироввния 

и высевом на рыбно­пептонннй агар. Систематическая при­

надлежность полученных штаммов была определена по опи­

санной методике [ 1 , 4 }Ц 

Первичная проверка к способности трансформировать 
ЦФ и ГФ полученными культурами грибов была проведена в 
пробирках, которые содержали 2 мл среды I , где сульфат 
аммония был заменен 0.05% соответствующего нуклеотида 
(среда У ) . Выращивание культур грибов всегда проводи­

лось в термостате при 28°С,При появлении роста грибов 
в среде У по сравнению с контролем, которым служил вы­

сев на среду I без сульфата аммония оредаП , их био­

массу фильтровали и—а среде культивирования проводили 
анализ продуктов трансформации нуклеотидов. 

Для изучения продуктов трансформации Цф и Tv 
з 

и ­ дачее в тексте: трансформация Цф и ГФ 
ии ­ далее в тексте: грибы 



в препаративных количествах и для получения больших ко­

личеств биомассы грибов, отобранные по предварительным 
данным штаммы выращивали в 100 мл жидкой питательной 
среды в 500 мл колбах Эрлснмейера на лабораторной ка­

чалке (120 об/кан). В этих экспериментах варьировался 
оостав питательной среды. В тексте варианты сред обозна­

чены следующим образом: среда I I I ­ среда I + 0,05* Цф 
или ГФ, среда 1У ­ ореда I + й,05% цитидина или гуанозина 
среда У1 ­ среда I I + 0,05* цитидина ила гуанозина. 

Разделение к идентифитазцая продуктов тралеформа­

ции ЦФ и ГФ проводилась методами хроматографии на бумаге, 
электрофореза и У4­спектрометрии [ 3 ] . Использовалась 
следующие системы растворителе;: для бумажной хромато­

графии и буфера для электрофореза: I ­ изомасляная кис­

лота :аимиак:вола ­ 59:4:37 ; н­бутанод:ледяная уксусная 
кислота:ацетон:аммиак:вода ­ 35:15:25:5:20 ; I I I ­ н­бу­

танол: муравьиная к­та: зода ­ 77:13:10 ; 1У ­ 0,05 !.! ян­

тарная к­та:бура (рК 5.0) ; У ­ 0,05 Ц трис­гидрохлорид 
рН 6.0. 

Для получения суспензий грлбкых гиф отфильтрованная 
биомасса отмывалась 0.1 Я К­фофофатным буфером рН 5.0, 
содержащим 0.1 М N801. У промыто;: биомассы грибов опре­

деляли влажный вес, которых при использовании фильтрации 
с помощью вакуумного насоса, по нашим наблюдениям, досто­

верно коррелирует с постоянным оухим весом. Промытая био­

масса была ресуспе*ндирована в 4­6 мл того же буфера с 
добавкой до 0.01 И концентрации гатиотректола. Агрегаты ­

гиф были размельчены кратковременной обработкой ультра­

звуком на приборе УЗДН­1 ( 22 кН^О.'* мА, 2 мин.).Про­

должительная обработка ультразвуком привела к разрушению 
гиф ( 22 к!$г,0.5 мА, 3 ж 2 мин., 8 ° С ) . для получения 
экстракта гиф, остатки клеток после обработки ультразву­

ком были отцетрифугированы при 30.000о
г^н40 мин при 0°Г ;. 

Инкубационные смеси в исследовании биохимических 
превращений Ц* и ГФ в экстракта и суспензиях гиф со­

держали з 0.5 мл: 6 мкМ нуклеотида, 50 мкЫ К­фоофатного 
буфера рН 6, $0 мкМ МаС1, 10 мкМ в^с! , 5 мкМ дитиотреи­



тола и 0,35 мл суспензии клеток или бесклеточного экс­

тракта. Инкубации проводились при<­28°С. На 10 и 30 ми­

нуте из инкубационных смесей были отобраны пробы по 0.2 
мл, которые резко охлаждали на льду, добавляли Н С 1 0 

до конечной ко:и;ентрацип 0,3 И и выдерживали 10 мин^при 
0°С. После тоге пробы нейтрализовали КОН и"образовав­

шийся осадок центрифугировали 10 мин при 5 .000^^ . Объем 
оупернатанта составлял 0.2 ­ 0­25 мл, из которых 0.15 
мл наносились на хроматографическую бумагу. Для прове­

дения электрофореза иерользовали 0...5 мл обработанной 
инкубационной, смеси. 

Результаты 

Способность трансформировать ЦФ и ГФ была прове­

рена у 152 штаммов грибов, изолированных из почвы ок­

рестностей г.Риг.:. Большинство из них оказались способ­

ными трансформировать ЦФ и ГФ с накоплением промежу­

точных продуктов трансформации в среде питания. Были об­

наружены и. штаммы грибов, которые,используя азот ЦФ и ГФ 
в качестве источника питания, продуктов трансформации 
в среде питания не накапливали. Результаты предваритель­

ного Ътбора штаммов грибов показаны в таблице I . 

Таблица I 

Трансаормация ЦФ и ГФ в качестве единственного 
источника азотного питания в почвенных микроско­

пических грибах 

Источник 
азота 

Число про 
вереиных 
штаммов 

Из них: 
УсваиватНакапли 
ют азот 
ЦФ и ГФ 

вают ме 
таболитыИуклеоЧ 

Характеристика на­
капливаемых продук­

зидь 

эции 
оЮско­

35 
ЦФ 152 127 I I I н 4^ 

о _ 

134 115 
71 

ГФ 152 134 115 Э 
—«— 
Цифры в последней гра^о таблицы обозначают коли­



чество штаммов, накапливающих те или иные продукты транс 
формации. Отсутствие вертикальной расчленяякей линии 
указывает на накопление продуктов трансформации разных 
типов, так 55 шта'ллов в процессе трансформации И на­

капливаат только нуклеозиды, а 43 штамма нуклеозиды и 
основания. 

На этом этапе исследований не была точно установ­

лена природа продуктов.трансформации ЦФ и 1Ф, а лишь 
определена их принадлежность к нуклеотидам, нуклесзилам 
или основаниям по результатам­бумажной" хроматографии. 
Для дальнейших исследований были отобраны 7 штаммов гри­

бов наиболее активно накапливазщлх нуклеотиды среди про­

дуктов трансформации ЦФ и ГФ. Для этих штаммов грибов 
была определена систематическая принадлежность: штаммы, 
трансформирующие ЦФ ­ Аврегб111иа •ршп1еа1;ив >Ч­, Аерег­

8Шив ер. "63, Реп1сИ11ит ер. I I , Р.у1г1й1са*л»^. 7, 
трансформирующие ?5 ­ АарегвШиа вр.39, А.Гиа1бвгив 9, 
Реа1с11Иил1 ер. 6. Как к следозало ожидать, способ вы­

деления чистых культур грибов ка бедных синтетических 
средах способствовал преобладанию быстрорастущих споро­, 
образующих представителей родоь Аврегв111иэ,Реп1с3.111иш 
в полученном материале. Штачмы грибов, способные накап­

ливать нуклеотиды в процессе трансформации как Цэ, так 
и 1^, обнаружены не были. 

для более тонной характеристики продуктов трансфер» 
мации ЦФ и ГФ отобранные 7 штаммов грибов были варащенны 
на разных синтетических средах, содержащих ЦФ и ГФ, а 
также" цитидин и гуанозин в качестве единственного или 
дополнительного источника азотного тщания. Некоторые" 7 
физико­х>зяические константы, использоьднкые в определении 
продуктов тран&То;мации ЦФ и ГФ приведены в таблице 2._ 
Полученные результаты отображены в таблице 5. Из резуль­

татов видно, что у исследованных подмой гидролитичес­

кое дезаминированзе ЦФ и ГФ про/сходит пои кудьтивиро>­,? 
вании ка средах, содержащих эти соединения в качестве . 
единственного источника и дополнительного источника 



ЯМ 
пп Соединение 

ь^кс.поглоще­
ние в УФ­лучах 

(нм) 
1 1 П ! Ш с.­; 1 гай м 

1. щ 
2. Цитидин 
3. Цитозин 
4.* ' 7Ф 
5." Уридин 
6. Урацил 
7. ГФ • 
8. Гуаноэин 
9. Гуанин 

10. КФ 
11. Ксантозин 
12. лсакт/:: 
13.­Ночевал к­та 

0.55 0.30 0.08 +2.1 +3.5 280 
0.80 0.56 0.26 0 £0.3 280 
0.93­0.78 0.35 ­1.2 +0;8 274 
0.41 0.37 0.13 +4.5 +7.2 262 
0.62 0.61 0.33 . 0 0 262 
0.75 0.71 0.52­0 .3 +0.5 284 
0.39 0.18 0.05 11.8 +2.7 257 
0.61 0.45 0.21 43.5 + 0.5 256 
0.76 0.55 0.27 0 ­0.5 

0.32 0.14 0.09 +5.0 +7.5 
0..50 0.35 0.24 О О 
0.57 0.42 0.33 ЧЭ.8 +0.5 
0.43 0.33 0.41 +2.7 +5.8 

248 
275 
263 
263 
26? 
283 

272 
271 
267 
251 

.262 
259 
256 
264 
273 

266 
278 
277 
292 

х ­ электрофоретическая подвижность." 
Пробы, содержащие продукты трансформации ГФ перед 

хроматогоафией на бумаге были доведены до 0.1 концент­
рации ИаОН. Мочевая кислота среди продуктов трансформа­
ции ГФ не была обнаружена. 

азотного питания . Дезаминирование гуанозина, судя по 
продуктам его трансформации, происходит ;,' исследуемых 
штаммов только после дерибозидацки, на стадии гуанина. 
Ксантозин в случаях трансформация ГС, очевидно, образо­

вался из. Йф, но не из гуаноэкна. Цитидаи же дззамияиро­

вался в наших опытах преимущественно на стадии нуклео­

зида с образованием уридкна, лишь з некоторых случаях 
отмечена его параллельная трансформация в цитозин. Все 
исдхэдованные штаммы очень слабо росли на среде I I . , не 
содержащей источников азотного питания, потребность в 
азоте только частично была компенсирована ЦФ и цитиди­

ном у штаммов, траноформирующгос УТИ соед/нента (Табл.3) . 

Таблица 2 
Некоторые физико­химич.­ кие константы продуктов 

трансформации Ц& и Гй 



Таблица 3 
Рост и накопление продуктов трансформации ЦФ, ГО 

Ц и Г у некоторых штаммов грибов 

штамм 2 3 4 5 6 7 

I |п I 1п !1 |п I ¡ 1 ! I И I I I I II 
ХУ Г 0 

среда 
5.6 ­ 8.5 ­ 7 . * ­ 8.0 ­ 8.0 ­ 1.5 ­ 7.5—­

среда 
II 5.0 ­ 1.0 ­ 1.2 ­ 1.2 ­ 0. 0.3 ­ 0.7 ­

23.1 УФ 30.0 УГ 30.0 КГ 3.5 КО 18. КО 
Ц Гу Г Г 
У Нт X к 

Ур 

сцда 7.2 Ц 6.8 Ц 

Ур 
^5** 6.5 У 7.2 У 25.2 У 11.2 Ур 28.2 Гу 3.6 Гу 20.0 Гу 

* и , |з Ур 'Кт Кт Кт 

среда I . ­ У5 5.1 УФ 4.2 Ц 4.3 УО 15.0 КО 3.8 Г 20.5 КО 

" у у » А > В к г 

Ур _Ур_ гу 
КТ 

Кт 

среда 1.2 Цз 4.2 У 5.0 У 4.0 У 16.6, Гу 3.4 Гу'18.6 Гу 
У1 Ур Цз Цз Ур ­Кт­ Кт Кт 

к ­ обозначения штаммов: Аврег^Пие , ер . 6 3 - 2 , *врег­

gillu8 ер . 3 9 - 6 , л.Лпп1еа+.ив 3 4 - 1 , л .Лап1еа^е 9 ­5 , Р в п 1 с 1 1 -

Нш1 ср. 11­4, Рвп1с1111ит ер. 60­7. Р.ж1г1(11са1;ш1 7 - 3 , / • 
I ­ влажная биомасса отфильтрованного гриба ..в мг/мл 

среды). , 
I I ­ продукты трансформации, обнаруженные в'среде куль­

тивирования , 
ХУ ­ источник азота, на котором выделен штамм. 

Рост штаммов грибов, трансформирувших ГФ^ыл заметно 
усилен по сравнению с ростом на среде I , в присутствии ГО 
и гуанозина как в качестве доаолиительных, так и в качестве 
единственных легочников азота. Этим нсоледусмыс ГВ­трансфор­

мирующие штаммы напоминают мутантов, дефицитных в биосинтезе 
гуаниновых соедирений» 



­ зс ­

Накопление промежуточных продуктов этого биосинтеза на 
средах 1­й I I , как это отмечалось в случае мутации, не 
было обнаружено. 

Эксперименты с суспензией гиф грибов подтвердили 
наличке 7Ф и КФ среди продуктов трансформации ЦФ и ГФ 
соответственно ( Табл. 4 . ) . 

Таблица 4 
Продуктн трансформации ГФ и ЦФ, обнаруженные в 
суспензиях клеток и бесклеточных экстрактах 
некоторых штаммов почвенных микроскопических 

грибов 
Источник 
азота при 
выделении Д Ф Г Ф 

лта.­лм I 2 1 3 ! 4 5 ! 6 7 
с­,едг I П I М1 ! и I ! п 

УС Ц УФ У УФ У У У КФ Г КФ Г. Г Г 
Среда I У У У у Ур Цз Ур Г Гу Г Гу К Гу 

Ш. К КТ 2£Х 

Среда I I I 
УФ У Ц Ц II И УФ Ур КФ К Г Кт КФ Г 
Ц У р У У У У Ц з К Г К Г у К Г у 
У УО УР ЕУ. 

Среда 1У $ Ур 
У УФ 

У 
УФ 
У к 

гу 

Г КФ Г г 
Г Гу К 
Гу 

г 
Кт 

Среда У I У УФ Ц УФ УФ У г 
Ц К Кт к 
У Кт 

Г КФ Гу Кф г 
Кт Г Кт 

Среда 1У УФ У УФ У УФ Ц 
У У У 

I ­ суспензия гиф; 
I I ­ экстракт гиф. 

УФ У КФ Г Г Г КФ Г 
Ц. Г К К Гу Г Гу 

К Г У К Кт 

Накопление дезаминированных нуклеотидов, нуклеози­

дов и основании в инкубата.: суспензий гиф с ЦФ и Г Ф бы­

ло обнаружено независимо от среды культивирования,чна 
котерой выращивался штамм гриба. Трансформация нуклео­

тидед, судя до накопленным продуктам, не изменялась в 
зависимости от типа среды, на которой был выращен штамм.. 



Для определения конститутиЕности или индуцибельности 
ферментов, катализирующих трансформацию ЦФ и ГФ необ­ • 
ходимы дальнейшие исследования с применением не только 
качественных, но и количественных метов детекции их ак­

тивности. В экстрактах гиф грибов практически не было 
обнаружено'накопление УФ и ГФ. Здесь удалось обнаружить 
дезаминирование только на стадии нуклеозидов или осно­

ваний. Вероятно, объяснение этого явления в локализации 
ферментов, дезамияируюших­ нуклеотиды на клеточных мем­

бранах. Сохранение в экстракте гиф нуклеозиддезаминиру­

ющей и потеря в нем нуклеотиддезшлинирующей активности 
поддерживает предположение, что эти превращения катали­

зируются двумя разными ферментами, а не одним менее спе­

цифичным ферментом. Анализ продуктов трансформации ЦФ и 
ГФ показывает, что у одних и тех же исследуемых штаммов 
грибов происходят как дезаминирование, так и дефосфори­

лирование нуклеотидов, как деэаминироБание, так и дерибо­

зидирование нуклеозидов, т . е . трансформация ЦФ и ГФ идет 
параллельными путями (см. рис . ) . 

• I ) > п у 
УФ —*• У 

2) ГФ — Г 

№ — • К 

Пути трансформации ЦФ и ГФ у грибов 
Дальнейшая трансформация оснований .нами не изучалась. 

Для решения вопроса о том, дезаминируется ли ЦФ 
и ГФ под воздействием особых дезаминаз этих нуклеотидов 
или за это превращения ответственны ферменты уже извест­

ных путей биохимических превращений, необходимы дальней­

шие, исследования. Однако, надо отметить, что цитидин ж 
гуаноэин дезаш­езн, по имеющимся литературным данным, 
весьма специфичны'и не катализируют дезаминирование нук­

леотидов [ 1 9 ] . монет, хотя и с малой зффективьостю, 
служить субстратом для изьестной уже дЦф дезаминазы. 
КФ мотет образоваться'из К через стадию ИС путем уже 
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Для разделения пуриновых соединения культуральную 
хидкость препаративно разделяли хроматографированием на 
бумаге РН ­12 в системе I . Обнаруженные метаболиты ре­

х'роматографировали и идентифицировали сравнением их m 
с R* "свидетелей" в системах: Ï ­ н­бутанол:ацетон: 
:ледяная уксусная к­та:­5# НН40Н:вода ­ 7:5:3:3:2 ; 
2 ­ этанол:I M ацетат аммония ­ 75:30, рН 7.5 ; 3 ­

iНН4)2С03:изопропанол:вода ­ 19,6г:750:250 ; 4 ­ насы­

щенный(НН4)2 S0 4 : I M ацетат натрия :изопропанол­80:18:2 — 
и снятием спектров поглощения на спектрофотометре spe­

cord U V ­ V i e . 

Идентичность ц­3/,5/АМФ дополнительно доказана 
реакцией образования 5̂ АЫФ и 3̂ ­АМВ после его гидролиза 
в 0,2 M Ва(0Н) 2 в течение 30 мин. f i l ] , а дц­З'.б'АМФ ­

­ образованием аденина в результате гидролиза этого со­

единения в I M HCI при Ю0°С 3­30 мин", и устойчивостью 
при гидролизе в течение 2 часов при 50°С f l 2 ] . 

Результаты и их обсуждение 

При культивировании p . f i u o r e s c e n e 310 в указан­

ной среде с добавлением экзогенного АТФ ( 0,1%) из ^уль­

туральной жидкости были выделены новые yf­поглощающие 
соединения Aj ­ Ag (пояснения в таблице ,1 ) . В идентичных 
условиях при добавлении экзогенного дАТФ было обнаруже­

но образопание соединений А^ ­ A J J ; '* 

Данние по идентификации соединений Aj ­ A J J пока­

заны в таблице I . 
Как видно из таблицы I , наличие ц­3,5' АМФ в куль­

ту раль ной жидкости обнаружено только в присутствии АТФ, 
а дц­3',5' АШ в присутствии д­АТФ. В контрольной среде 
или при добавлении АМФ, аденозина и аденина образование 
циклофосфатов не обнаружено. Этот факт указывает на то, 
что" у исследованного штамма P . f l u o r e a c e n a 3 1 0 экзоген­

ный АТФ не влияет.на образование п­З^э^АМЬ посредством 
способных проникать в клетку катаболитов ­ аденсина 
или аденина, хотя стокулирующий эффект этих соединений 
был установлен у бактерий Corynebacte r ium n u r l a e p t i c i a 



и KioroDRoterium ер . C7,8j. Интересным ЯЕляется и 
тот' факт,' что одновременно с" появлением ц­З7,5' АЫФ в 
культуралькой жидкости было обнаружено накопление пиро­

фоофата, Известно; что аденилатциклаза в клетке находит­­

ся близко к поверхности. Возможно, что клетки Р. 
fluoreecene 310 наряду с тривиальным превращением 
экзогенного АТФ через АДФ и 6Щ СПОСОБНЫ частично пик­

ЛИЗОЕЗТЬ его с отщеплением пярофосфата. 

Таблица I 
Некоторые физико­химические константы метаболитов, 

полученных в результате превращения экзогенных АТФ 
и д­АТФ 

Соединения Rf в системах Ыакс.поглощ. 
УФ­света 

Кета­
боли­
ТН 

Свидетели I х 2 3 4 рН I рН I I 

Aj ц­3',5'АМ> 
h АТФ ­

A3 АДФ ' 
А 4 АМФ 
Ag • АД 
Ag А 
С, Д­АТФ • 
Ag. д­АДФ ' 
А 9 Д­АЬ» 

ДЦ­3',5'АШ 4 0 
hi Ц­Ад 

0,45 
0,07 
0,10 
0,31 
0,58 
0,59 
0,09 
0,18 
0,36 
0,55 
0,61 
0,31 

0,46 
0,06 
0,08 
0,17 
0,61 
0,51 
о,ое 
0,12 
0,Т9 
0,55 
0,72 
0,17 

0,46 
О 

­ О 
0,08 
0,70 
0,74 
О 
О 
О 

0,49 
0,82 
0,08 

0,13 
0,43 
0,33 
0,19 
0,15 
0,13 
0,33 
0,28 
П,25 
0,10 
0,12 
0,19 

255 
257 
257 
257 
257 
263 
258 
258 
258 
257 
258 
257 

259 
259 
259 
259 
260 
269 
260 
260 
260 
259 
260 
259 

При изучении динамики роста р.Г1иогвясвп« 310 
прослежено. появление метаболитов в культуральной жид­

кости при добавлении к среде экзогенных АТФ, д­АТФ и 
также АШ, аденозина и аденина. 

и ­ системы смотреть­ в методике 



средах, содержащих аденин и его производные 

Среда 
Продолжи­
тельность 
инкубиро­

рН 
среды 

Прирост 
биомас­
сы (г/л) }|1етаболиты 

Контрольная 0 
( среда I ) 24 

48 
72 

ч 
8 3 
в.э 

0,05 
0 33 
0,60 
•¡51 

• 

Среда I + 
+ 0,1% АТФ 

0 ' 
24 
48 

• 72 

7 . 2 
5 3 
7 8 
А 7 

0,06 
• I 45 
1Щ 

• 1,40 

АТФ 
АТФ,АДФ,АМФ,Ц­3&№ 
1 » , Ш , А М Ф Д Ц ­ Э Б ' Ш 
АШ.АЛ.А.Ц­ЗЯАШ 

Среда I + 
+ 0 . 1 * 
Д­АТФ 

0 
24 
48 
72 

7 , 2 
7 . 0 
7 9 
816 

0,05 
I 10 
I 55' 

Л [ м 

Д­АТФ,Д­А1Ф,Д­М» • 
д­АТФ.ДЦ­3 5ЙМФ. 
д­АТФдД­АДФ.д­Ш. 

Среда I + 
0,1% АМФ 

0 
24 
48 
72 

7,2 
717 
е;о 
в : 2 

0,05 
0 40 
0,59 
о!з5 

АМФ 
АШ,Ад,А,Гкс. 
АМФ.Ад.А.Гкс. 
АМ&.Ал.А.Гкс. . 

о ? ! ? 1 + 

аденозин 

0 
24 • 
48 
72 

7,2 
7 5 
8 0 
8.0 

0,05 
0 50 
0 65 
о ; 5 5 

Ад 4 я 

Ад.А.Гкс: 
А, Гкс 
А. Гкс 

Среда I + 
0 1? 
аденин 

- 0 
24 
48 
72 

7 , 2 
7 : 2 
7 5 

ш 

0,05 
0|50 
С 50 
0.02 

»> 

А 
А,Гкс 
А.Гкс 

Пробегзнные нами бактерии Р. Виталиев » , Р. 

рииаа и Baoteгiuш адИа в идентичных 

условиях из АТФ циклофосфата не образуют. 

Изменения концентрации исходных веществ ( »ТФ, 

д­АТй) и обра8овавшихся веществ изображены на рисунке. 

Таблица 2 
Прирост биомасоы, изменение рН среды и обнару­

женные метаболиты в культуральной жицкорти при 
культивировании Равааошопая Пиогевовпв 310 на 



арем-Ч в тогах 
Накопление биомассы ( 2 , 3 ) , содержание АТФ ( I ) , АМФ ( 3 ) , 

ц-3',5'АШ ( 4 ) , д-АТФ ( 5 ) , д-АШ ( 7 ) , дд-З'5'аЬЙ (8) в жидкости при культивировании 
Faeudomtmee Ппогавсвпс 



Судя по литературным данным, образование и накоп­

лен;'.­­ ц­3'5/АМ1 пли ДП­З'5'ÄMQ из соответствующих пирс— 
фосфатов в кулътуральной кицкости раавявапцимися бакте­

риями нами показано впервые. При соответствующей разра­

ботке технологии, данная способность P . f l u o r e s c e i n 

шт. 3IQ может быть применена для получения ц­3 ' ,о 'АМ8 
( или ди­3',5'АЩ). Получение продукта о помощью разви­

вающейся культуры является более простым епособом, чем 
ранее описанный метод с выделением фермента [4,5,6] ." 
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Капранова И.Н..Ленинская И.Б., 
Витол. Ц. ЯI. ,Ре»единя _БлР. 

КГУ ЙМТВ.И.Ульянова (Казань), 
ЛГУ им. П.Стучки (Рига) 

• 
ИЗУЧШВ СПОСОБНОСТИ ш щ а о в & А Ш РЖ Я ЕЙ' 

. низг:о:.шшогляЕ;их Ш'фоМЩ КУЛЬТУРСЙ 
BACILLUS ИESКИТ SilCUS 

Установлено, что B a c i l l u s maeenter i cue уссаи­

вает P.2L в качестве единственного источника азота или 
фосфора, наблюдается значительно больший прирост биомас­

сы, чем на среде о РНК в качестве источника азота. Ис­

следованный штамм бактерий усваиЕает также ГЬВ, АМ&, Ц?.А, 
УНф и ИЫФ в качестве источников фосфора и азота. Несколь­

ко лучше усваиваются мононуклеотиды в качестве источника 
фоофора, нежели азота. Пуриновые нзулеотидн являются бо­

лее доступными источниками указанных элементов питания, 
чем пиримидиновые. 

Известно, что бактерии вида ^B .meeente r l cua 
являются хорошими минерализаторами органических остатков 
растительного происхождения. Однако, процессы минерали­

зации "нуклеиновых кислот и их производных и усвоения их 
бактериями в качестве источников питания до настоящего 
времени недостаточно изучены [ I ] . Большинство работ это­

го плана касается способности почвенных микроорганизмов 
использовать пуриновые и пиримидиновые соединения[2­7] . 

Несмотря на ТО, что вид B .meeente r i cua широко 
описан как активный аммониаикатор, в литературе почти 
отсутствуют экспериментальные до. аэательства ассимиляции 
азота нуклеиновых кислот и их производных этими бакте­

риями. По некоторым данным нуклеиновые кислоты являются 
труднодоступным источником азота для 15актерий, поэтому 
минерализация нуклеиновых кислот моазт происходить толь­

ко при наличии в среде неорганических форм азота [6}. 
В литературе мало встречается указаний на исследование 
усвоения Босфора РНК и нуклеот:­дов. 
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Изучение возможности использования РНК и мононук­

леотидов видом В . м а е п 1 е г 1 о п в представляет интерес 
для решения вопроса о путях трансформация нуклеиновых 
кислот среды и участия в этих процессах внеклеточных 
нуклеодеполимераз. 

Материалы и методы • 

Объектом исследования служили бактерии вида в. 
т е в е г ^ е п с и а /штамм ИММА­29, полученный из. кол­

лекции чиотых культур института микробиологии АН АрмССР/ 
Бактерии выращивали на МПА в течение 16 часов пре 

30°С. Затем клетки омывали о агара 0.5* раотвором наС1 
и ресусцендировали в синтетических средах о различными 
источниками азота и фосфора из расчета 0.1­0.5 единиц 

^оптической активности на ФЭКе в красной области спектра 
в I см кювете. Конролем служила синтетическая ореда сле­

дующего состава / в * /: ­ 0.27, КК^И^ ­ 0.13, 
МвЭОд • 7 Н 2 0 ­ 0.01 , (ВН 4 ) 2 80 4 ­ 0.10, янтарная к­та­О.Ю, 

глицерин ­ 0.40 / по объему /, дрожжевой автолизат ­ 0.01 
смесь микроэлементов ­ 0.1 /по объему/. Смесь микроэле­

ментов /в %/: н 3В0 4 ­ 0,500, 1Н411о04 ­ 0,500, Мв30 4 »Н 2 0 ­

­ 0,600, ЪпЗО* 7Н20 ­ 0,040, С в Я О * 5Н­0 ­ 0,004, ОоБО. ­

­ 0,500. 
В опытных оредах неорганические источники азота и 

фосфора заменяли органическими. Источниками азота или 
фосфора служили РНК и мононуплеотиды. Применяли препа­

рат РНК производства Новосибирского СКТБ БАВ, 5 ­̂моно­

нуклеотиды /натриевые соля/ ­ производства фирмы "Рез­

ная" . Указанные компоненты добавляли в количестве 0.1­

'-0,5%. Прирост биомассы определяли по плотности клеток 
по показаниям на ФЭКе. 

'' ,1 Результаты и их обсуждение 

При выращивании в . п в в в п г в г 1 : и « на средах о РНК 
в качестве источника основных элементов питания наблю­

дался хрроший рост клеток, особенно на средах, в состав 
которых входит РНК в качестве источника фосфора. В этом 
случае наблюдался прирост биомассы на 30* больше, чем 



на контрольной среде. При полном отсутствии в среде 
фосфора прирост клеток понижался на 30% по сравнению 
со средой, содержащей минеральный фосфор. Па рис.1 пред­

ставлены кривые роста B .meeen te r l cue на средах без 
фосфатов, с неорганическими фосфатами /0.8 мл/мл/ и с 
органическими источниками фосфора / РНК ­ 0.5 мг/мл фос­

фора, рибомононуклеотиды ­ 0.15 мг/мл Фосфора/. 

> — А 
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Рис. I . Динамика роста В а с Ш и а в в в в ^ е г 1 с и в 

ва средах с различными источниками фосфора и без фосфора. 
I ­ синтетическая среда, 2 ­ ореда без фосфора, 3 ­

источник фосфора ­ РНК. 

В ореде, не содержащей азота, практически к: на­

блюдался прирост биомаосы. Когда в качестве источника 
.азота в среду добавлялась РНК / 0.5 мг/мл азота/, коли­

чество клеток­ возрастало на 15% по сравнению со оредой 
с « ужатом аммонии / 0 . I I мг/мл азота/ (Вио.2. ) . 
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Рис. 2. Динамика роста в. «•••пг вг1ёи» 
на средах с различными источниками азота и оез азота. 
I ­ синтетическая среда, 2 ­ среда без азота, 3 ­ ис­

точник азота ­ РНК. 

Эти данные свидетельствуют о том, что в. 
шевехг1ег1еи0 хорошо усваиа. зт как минеральные, так и 
органические формы азота и фосфора, и одним иа органиО 
ческих источников азота и фосфора может использоваться 
РНК. ' 

• Далее проверяли возможность рс­та бактерий на рро­

дах с рибомононуклеотидами в качестве источников азота 
и фосфора. Как показано на рисунке 3, наилучшим сеточ­

ником фосфора является гуанозинмонофосфат. Пуриновые 
нуклеотиды используются как истечники азота и фосфора 
почти также, как.неорганические источники этих элементов. 
Значительно хуже иопользуются пиримиднновые нуклеотиды 
( Рис, 4 . ) . ' • ' > ­



В таблице приведены денные по количеству биомассы, 
полученной на 16 час инкубации клеток на различных сре­

дах. 
• Таким образок, полученные нами результат» свиде­

тельствуют О Способности B .mesente r i cue у с в а и ­

вать РНК и 5­рибоижонуклеотиди в качестве основных эле­

ментов питания. Особенно хорошо используется tfZ­v и гуа­

нозанмонофосфат в качестве источника фосфора. Количест­

венное содержание фосфора в этих соединениях было в 
1.6 и ь а раз ни*е, чем в минеральном источнике соответ­

ственно. 4 

15 Ърепж 

Рис. 3.. Динамика роста В.тевбп­1,,г1сиа 
на средах о рибомононуглеотидами в качестве источника 
фосфора. 

I ­ синтетическая среда, 2 ­ источник сЬосфора ­ ШЬ, 
3 ­ источник фосфора ­ ГМ&. 4 ­ 5г-Ш№, 5 ­

6 — 



На основана:' этих данных можно предпэлс.:ить, что 

B.BiCBcnterlcue Как ГИД.ЛИрОКО рНСПГЮСТрчнеННЫИ 
в различных типах почв, богатых рвотитзлышми остатками, 
принимает .участие не только в минерализации белков, но 
и нуклеиновых кислот и, в частности, R1K. 

D 

5.0 

Рис. 4. 'Динамика роста в .ш«аепгвг1оив 
на средах о рибомононуклеотидами в качестве источника 
а з о т а . . 

I ­ синтетическая среда, 2 ­ источник азота ­ &-ПЯ, 
3 ­ источник азота ­ 5­А1.Я­, 4 ­ источник азота ЭгШЬ, 

5 ­ Сеточник азота 1**-. 
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Таблица 

Прирост биомаосы B .meeente r l cue lia разных 
средах ­

Ьариантн среды ( Е еднницах^оптичес— 
кои плотности) 

с/.нте?ииеская • 2,1 
синтетическая бе? сосфора 1,5 
с»лтоткчес. гя без азота U.7 
РНК ­ источник ;;Ое?ора 2,7 
RM ­ источник азота 2,4 
Ai.iC ­ источник фосфора 2,1 
Г.:.'м - ;:сточкик фосфора 2.5 
\Ш ­ источник Лосфорз 1,7 
УУ& ­ источник фосфора 1.4 
lürf* ­ источник фосфора " 1 ,6 
КШ ­ источник азота 1,9 
ГШ ­ источник азота 2,ü 
ц№ ­ источник азота 1,4 
'Jufí - источник азота 1,2 
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ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОСТИ НУКЛЕОЛИТИЧЕСКИХ OEPMEHTOB 
BACILLUS KESEUTERICÜS В ПРОЦЕССЕ РОСТА НА 
СРЕДАХ С РНК И РЙБ0Н0Н0НУКЛЕ0ТИ2АМИ 

Установлено, что при культивировании Bacillus 
meoentericua ИММА­29 в РПК­содерха^ИА средах наблю­

дается усиленный синтез нуклеолитических ферментов, 
осу^ествляы1,их ступенчатое расщепление РНК, а именно: 
РНКазы, фосфатазы и дезаминазы. 

При культивировании в. meeentericua на средах, 
содержещих ри­Зомононуклеотиды, РНКазнея активность по­

вышается незначительно (на 20­70*), так ве, как и на 
среде с другим органическим компонентом ­ пептоном. 
Рибомононуклеотиды, добавленные в среду в качестве 
единственного источника фосфора, вызывают значитель­

ное повышение фосфатазной активности ( р 5­10 раз),что 
свидетельствует об индуцибельном характере синтеза дан­

ного фермента. В том случае, если рибомононуклеотиды 
входят в состав сред в качестве единственного источни­

ка азота, они вызывают повыкение в 1,5­2,0 раза деза­

миназиой активности. 
Pohpoc о способности сг^рообразувлих бактерий 

минерализовать органические соединения типа РНК и её 
низкомолекудяряых производных и роли внеклеточных нук­

леолиткческах ферментов в STOM процессе весьма актуален. 
Полная минерализация РНК в чистой бактериальной 

культуре может бить осуществлена только при на,ичии у 

данного ьтамма бактерии системы ферментов, ступенчато 
х/.телизирусвих ферментативные реакции расщепления меж­

нуклестидны^ связей, дефосфорилирования нуклеотждов • 
дезаииыарованвя пуринов и пиримвдинов. . 
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Литературные денные об использовании ааота н фос­

фора РЖ бактериями немногочисленны. Участие РНКаз.фос­

фотаз и дезаминаз в высвобождении из указанных соеди­

нений азота и фосфоре в процессе метаболизма бактерий 
до сих пор,не изучено. 

Целью настоящей работы явилось изучение активнос­

ти перечисленных ферментов при культивировании в. 
тевеп1ег1сиа на средах, содержащих РНК и рибомоилнук­

леотиды в качестве источников азота или фосфора. 

Материалы и методы 

В работе использовали в. теее1Пег1сив штамм 
ИМИА­29, полученный из института микробиологии АН 
АриянскойССР. Бактерии предварительно выращивали до 
поздней экспоненциальной фазы роста клеток на синте­

тических средах, состав которых описан [ I ] . Пептон вно­

сили в количестве, адекватном по азоту 0,5^­ному содер­

жанию в среде РНК. В культуральнои жидкости, освобож­

денной центрифугированием от бактериальных клеток, 
определяли активность РНКаэы, ФМЬазы и дезаминазы.­

Определение РНКазной активности [2]. 
Реакционная смесь имела следующий состав: 0,5мл 

раствора РНК в концентрации 2 кг/мл; 0,4 ил 0,2 И 
трис­НС1 буфера рН 8,5; 0,1 мл исследуемой культураль­

нои жидкости. 
Реакционную смесь инкубировали при 37° С в тече­^ 

ние 15 минут, реакцию гидролиза останавливали ч£­ным 
раствором НСЮ^. После удаления из'смеси нерастворимых 
продуктов путем центрифугирования, ог~>еделяли содерже­

ние кислоторастворимых продуктов путем измерения по­

глощения раствора в односантиметровой кювете на СФ­ЧА 
при длине волны 260 нм. 5а единицу активности принима­

ли текое количество фермента, которое даьало увеличе­

ние оптической плотности на единицу в пересчете на 
I ил исследуемой культуральнол жидкости за I час инку­

бации. В качестве субстрата использовали суммарную 
дрожжевую РНК производства Новосибирского СКТБ БАВ. 



Определен»» ФМЭазной активности [ $ ] . 
Реакционная смесь содержала: 0,8 мл 0,002 М 

реотхоре паренитрофенилфосфата натрия в 0,2 К трис­НС1 
буфере рН 8,5; 0,2 мл исследуемой культуральной жид­

кости. 
Инкубацию проводил* в течение I часа при 37°С; 

реакцию остеневлк?али добавлением 2 мл 0,4 н НаОН. 5а 
активности принимали то количество фермента, 

которое вызывало увеличение оптической плотности рас­

творе при длине волны 410 нм на единицу в пересчете 
на I мл за I час инкубации ( опт.ед./мл/час). 

Определение дезаминазноя активности [4­}. 
Реакционная смесь содержала: 0,1 мл 1,35' 10"3М 

водного раствора 5­АМФ;,2,0 мл 0,2 М трис­НС1 буфера 
рН 6.4; 0,8 мл исследуемой культуральной кидкост*. 

Инкубацию проводили в течение 15 минут при 37°С, 
зетем добавляли 0,1 мл реактива Несслера и через 5 ми­

нут замеряли оптическую плотность раствора при длине „ 
волны 590 нм. За единицу активности принимали такое 
количество фермента, которое вызывает прирост поглоие­

ния на единицу в пересчете на I мл за I час инкубаци». 
3 качестве контрольных использовали: 

а) смесь указанного выше состава без раствора 

б) без исследуемой культуральной жидкости; 
в) разведенный в 30 раз 0,2 N раствором трнс­НС1 

буфера рН 6,4 реактив Несслера. После замера оптичес­

кой плотности при 390 нм делали соответствующие пере­

счеты. 

Результаты и их­обсуждение 

При изучении ферментативной актияноотг ь. т е е е п ­

1ег1еиа иа средах, содержащих РНК и рибомоногуклео­

тицы, выявились следующие закономерности.­

На средах, содержащих РНК, наблюдается' высокая 
РНКазнаж активность. На синтетической среде ж­ среде, 
содержащей пептон в качестве источника езота, также 



отменеется значительная суммарная РНКазнья активность 
к концу экспоненциальной фазы роста. Однако, пересчет 
РНКазной активности на единицу биомассы (удельная ак­

тивность) показал, что значительное повышение удельной 
активности­по сравнению с таковой на синтетической сре­

де наблюдается только в том случае, если в сре;ах со­

держится РНК (таблица I ) . £ти данные свидетельствуют 
об индуцибельном характере синтеза РНКазы. 

Таблица I 

Удельная активность шелочнои РНКпзы 
В. теаехИ;ег1сив в конце экспоненци­

альной фазы роста на разных питательных 
ч средах 

* ; 

Варианты сред 
Удельная активность 

Варианты сред 
в опт еа 
мл/чес | в * 

I . Синтетическая • 150 100 
2. Синтетическая без фосфатов 

с РНК 290 193 

3. Синтетическая без сульфата 
аммония с РНК 350 233 

4. Синтетическая среда без фос­
фатов и сульфата аимония с 200 
пептоном 

134 

В связи с обнаружение­­ явления субстратной ин­

дукции РНК по отношению к РНКаэе было интересно ваяс­ » 
нить, не оказывает ли РНК аналогичного влияния на син­

тез других нуклеолитических ферментов, а именно ­ фос­

фатазы и дезамивазы. Результаты анал­зов представленч 
в таблице 2. 

Как видно из данных, приведенных в таблице 2,РНК 
в среде вызывает значительное повышение фоофатазнон 
активности (в 20 раз), если является единственным ис­

точником фосфора и повывение дезаминазной активное» 
( в 3­6 раз), если является едив.твенным источником 
азота. Таким образом, присутствие РНК в среде индуци­

рует синтез всех трех'ферментов, вероятно, осуиествля­



юших ступенчатое расщепление РНК. 

Таблица 2 
Удельная активность фосфатазы и дезаминазы 
В. теееп1;ьг1сие в конце экспоненциальной 

фазы роста на средах о РНК 

Удельная активное! ь(на ед.биомассы) 
Варианты сред фосФотаза дезамнназ 

в бпт.ед. 
мл/час в % ь _опт.ед: 

мл/час 
в % 

I . Синтетическая 0.3 100 100 
2. Синтетическая без 

фосфатов с ?НК 7.0 2330 о.о v 0.0 
3. Синтетическая без 

сульфата аммония 
с РНК Ü.1 30 16.6 360 

Дальнейиие эксперименты были направлены на выяс­

нение влияния рибсмононуклеотидов на нухлеолитическую 
активность в. шеаеМег1сив . Результаты экспериментов 
суммированы в таблицах 3 и 4. 

Таблица 3 
Удельная активность нуклеолитических ферментов 
В. тевег^ег1сие в конце экспоненциальной фазы 
роста на средах о рибрмононуклеотидами в 

качестве источников фосфора 

Источник фосфора 
в среде 

5ернентати{ 
опт.ег . (1 . 

шая активность 
и в % (2 ) 

в 
Источник фосфора 

в среде РНКьза фосфатаза дезаминаза 
Источник фосфора 

в среде 
I ¡ ? I 1 5 ! Т 2 1 

I.Heop.анический фосфат143 100 0.3 100 4.6 100 
2. £ГХ« 23t 164 1.4 466 0.9 20 
3. 5"­АМ­5 167 131 2.8 932 1,4 30 
4. 5Е­УНФ 160 112 1.8 600 0 , ' 10 
5. 5­UM« ;' 186 130 3,5 1166 2,1 45 

Как видно из цифровых данных, представленных в 
таб.­лдах 3 и 4, рибомононуклеотиды, независимо от их 
химической природы, вызывают незначительное повышение 
РНКазной активности в срезах, где они слуиат единотвен­



ными источниками ааота или фосфора. Повывение актив­

ности, но сравнение о таковой на синтетическое среде, 
составляет от 10 до 70% и может объясняться не столько 
индуцирующим эффектом мононуклеотидов, сколько снятием 
ингнбирусиаго влияния на еннтев РНКааи неорганичес­

кого фосфата и сульфата аммония, как в среде с пепто­

ном (таблица I ) . 
Таблица 4 

Удельная активность нуклволиткческих ферментов • 
В. леве^вгхеив в кони» скспоненциальной фазы 
роста на средах с рибоыоновуклеотмдами в качест­

ве источников азота 

Источник азот 
Ферментативная активность в опт.ед.(1) 

и в % ( 2 ) 
в среде РНКааа фрсфатаза дезаиинаэа 

I г 1 * 1 ! с 1 
X. <нн 4 ) 2 зо 4 143 100 0,3 100 ч,6 100 
2. 5̂ ГНФ 186 130 0,* 130 9,2 200 
3. 5­АИФ 172 120 1,0 333 8,0 174 
*. £­УМФ 243 170 0,7 233 7,7 Ш 
5. 5̂ ЦНФ 157 110 1,0 зээ 9,6 209 

По данным анализа фоофатааной активности можно 
заключить, что все исследованные рибомононуклеотиды ока­

зывает значительный нндуцируяий эффект. Особенно боль­

вое увеличение фосфатазной активности наблюдается на ^ 
средах, где рибомононуклеотиды служат единственными ис­

точниками фосфоре. Здесь активность увеличивается в 
5 ­ 1 0 раз по сравнению с таковой на среде о неоргани­

ческими фосфатами. На средах, где рибомононуклеотиды 
являются источниками ааота и, следовательно­, здесь при­

сутствует неорганический фосфат, активирующие влияние 
мононуклеотидов проявляется слабее (таблица 4 ) . Веро­

ятно, в этом случае происходит наложение противополож­

ного (репрессирующего) действия Но синтез фосфатаяи 
неорганического фосфора. 

Анализ де&аминавноа активности па средах о иук­



леотидаыи показал, что активность гтого фермента п о ­

вышается не 70­10С# (таблица * ) на средах, в которые 
рибомоноиухлвоткды входят в качестве единственного ис ­

точника азоте . При наличии в среде сульфата аммония 
добавление мононуклеотидов вызывает некоторое пони­

жение дезаминазной активности (таблица 3 ) . 

Подводя втог вышеизложенному, следует отметить, 
что полученные данные относительно активирующего вли ­

яния органических источников фосфора и, в частности, 
РНК и рибомононуклеотидов на оинтев фосфатазы под­

тверждают имеюииеоя в литературе сведения об индукции 
щелочной фосфатазы при недостатке в огеде неоргани­

ческого фосфата [ 5 , 6 ] . 

Полученные нами данные относительно того , что 
РНК оказывает индуцирующее влияние не только на син ­

тез РНКаэм, но также и на синтез фосфатазы и дезами­

назы являются новым фактом, который заслуживает само­

го нелегального внимания.Не исключено, что активиру­

ющее влияние яа синтез фосфатазы и дезаминазы оказы­

вает не сака РНК, а продукты её деполимеризация, о б р а ­

зующиеся в среде под действием РНКвзы. 
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Емцев Б.Т., Бабаицева В.А., Витол М.Я. 

ТСХА (Москва), ЛГУ им.И.Стучки (Рита) 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИГРИНОВЫХ Я П1РНМ4дШ)ВиХ 
сбЕДИмаш,. шчвьш-;ыш АНАЭРОБАМИ * 

.Микробиологические превращения органических ве­

неств Е псчве, в частности, гетероциклических соедине­

ний предстаЕляют ообой один из важных вопросов почвен­

ной микробиологии. 
Существенное вникание в этих исследованиях уделя­

ется изучению разложения таких гетероциклических веществ 
г^к пурины и пирнг.илинн, а также их аналогов [7, 6] . 

, Определенное значение в трансформации данных сое­

динений принадлежит анаэробам рода С 1 о в * г 1 а 1 и в ' , 

среди представителей которого имевтея специализированная 
группа бактерий, способная к использованию пуриновых и 
пиримидинових соединений [ 2 , 4 ] . 

Нами были пооведены исследования по определению 
способности анаэробов, выделенных из различных почв, к 
использованию пуриновых и пиримидшювых соединений, а 
также потребности этих организмов в некоторых витаминах. 

Методика 

Объектом исследования являлись анаэробы, которые 
были выделены из почв на синтетических средах следующе­

го состава: Среда I ­ урацил И,12+ МО; среда 2 ­ /мине­

ральная основа/ включает следующие компоненты /в?/: 
На2НР04 ­ 0,1 ; Кп2Р04 ­ 0,05, ,Ыв30 4 Л^О ­ 0,05, 
СаСОд ­ 0,5; Pe.Cl.j­ следы, тиогликолят на ­ 0,05, ней­

тральрот ­ 0,04, дрожжевой автолизат ­ 0,002, микро­

элементы по Федорову ­ I мл/л среды, вода дистиллнрова­

ная. , 
Биомассу исследуемых штаммов получили на среде 3 

следующего состава: МО + глюкоза 0,5? + картофельно­1 

морковный отвар 50% + урацил 0,1? + дистиллированная 
вода. 

о 

http://Pe.Cl.j-


Иискулят готовили по ыетодикз ймцева и Деэадзамии 
[51 . Заракение сред проводили одной петлей инонулята. 

КуьтивЕрование бактерии прерывали на З­л д*нь инкубации, 
что соответствовало экспоненциальной фазе роста культуры. 
Культивирование проьодили в высоких пробирках в толстом 
слое питательной среды. 

Способность исследованных культур­к использование 
пурк.новых и пиришдииоьых соединений как источников азо­

та, проверяли на среде 4 следующего состава: МО + глю­

коза0,5£, + пуриновый или пиримидиновы/ компонент 0^1%; 
ксантин, ксантознн, гуанозин, мочевая кислота, оротовая 
кислота ­ 0,15*, нуклпотиди­­ аденозин­5^­монсфос<}ат щ 
уридин­э ­̂монофосфат ­ 0,2%. 

Бозмояность утилизации иуклеотидов, как источников 
фосфора, проверяли на среде 5 следующего состава /в %/: 
НшЗОА .711^0 ­ 0,05, Р в С 1 2 ­ следы, СаС03 ­ 0,5, микро­

алементи по Федорову ­ I мл, тиогликалат натрия ­ 0,05, 
дрожжевой автолиэат ­ 0,002, нейтральрот ­ 0,04, глю­

коза ­ 0,5, нукчеотйд ­ 0,2, и среде 6, которая анало­

гична по составу среде 5, но глюкоза заменена на смеоь 
янтврнок киолоты и глицерина в количества 0,3% и 0,6^ 
соответственно. 

Минеральным источником азота в контроле служила 
соль НН4Н2Р04 ­ 0,3%. 

Потребность в витаминах по методу Одинцовой опре­

деляли­ на среде 7 следующего состава: аЮ + глюкоза 0,Ъ% 
+ ВН^НзРО^ ­ 0,3% + смесь витаминов в концентрации 
мкг/мл: биотин ­ 0,0002, тиами ­ 0,5, пантотенат Са 
­ 0,25, никотиновая кислота ­ 0,5, пиридокейя ­ 0,25. 

Биомассу определяли ньфелометрически на ФЭК­56 о 
зеленым фильтром в 3 мм кюветах. 

•, , ' Результаты исследований 

?1ами были выделенны на средах с урапилом из раз­

личных типов,почв бсСР 50 штаммов различных анаэробов. 
¡18 них были отобраны наиболее активные формы по способ­

ности к наиболее полной трансформации урацила. 



Бее выделенные штампы относятся по определителю 
Берге /1974/ к следующим видам рода C l o s t r i d i u m ­ c i . 
peateur lanum, C l . b u t y r l c u m , C I . a c e t o b u t y l i o u m , 

штамм 2200 не идентифицирован. Следует отметить его 
Особые свойства ­ хороший рост на желатине и козеине. 

Интересно отметить, что на среде с пиримидином в 
северных почвах были выделены C l . p ae t eu r i anum . е 
В южных почвах ­ C l . b u t y r l c u m и C I . a c e t o b u t y l i o u m . 
Эти виды C i o e t r i d l u m являются доминантными пред­

ставителяш анаэробной микрофлоры в данных широтах И . 
Сравнительное исследование по изучению использова­

ния различных пиримидиновых соединений выделенными штам­

мами C i o e t r i d l u m показано (Табл.1), что пиримиди­

новые соединения ( тимин, урааил), а также дигилросоеди­

нения и оротовая кислота могут способствовать усилению 
роста. При этом происходят накопление биомассы бактерий 
в 2­3 раза по сравнению с контроле?,,. Рост культур на сре­

дах с нуклеозидами происходит лучше, чем на оредах с ос­

нованиями, что, по­видимому, можно объяснить высвобож­

дением рибоэидных остатков, которые могут служить допол­

нительным источником питания. Рост ацетонобутиловых ана­

эробов на средах с тимидином и уридином в 1,5 раза пре­

вышает рост Cl.but jrr ioum штамма 1546, однако другой 
штамм C l . b u t y r l c u m ­ I I может хорошо расти на ука­

занных пиримидинах (интенсивность роста превышает в 1,0­

2 раза рост па среле сминеральным азотом). . . 

Цитоэич и цитидян не используются всеми культурами, 
а оротовая кислота ­ только штаммами ^30, 41, 2200. 1/Г­

мечается даже ингибпроБание роста анаэробов указанными 
веществами. 

Следует отметить слабое использование в качеотве 
источников азота нуклеотидов по сравнению с нуклеозида­

ми и основаниями.­ v­

Результаты изучения отношения апаоробннх бактерий 
к пуриновым соединениям приведены в таблице 2. 



ТАБЛИЦА I 

. Рос? БАКТЕРИЙ год.". с1ев1!гШш1 в о средпх с пиримидиношми соединениями 
С В ЕДИНИЦАХ оптической плотности в ") 

Источник йЗОТП С.рво1еиг1ег.ит С.Ъи1уг1сшв С.все­^Ы^уИсит Clootrldiuпl 
В среде Штамм штампы ~ 1 штаммы Р Р . ШТАКМ 

АЭО • 1546 41 2100 | 4115 2200 

ь рН и рН 0 рН рН " р ­~ рн [ " ' й рН 

Оротовая кислота 0,11 М 0,20 4.7 0,09 5.4 0,19 4,7 0,26 4 ,6 0,11 5* О 
Дкпдротимин 0,16 5.0 0,15 5,0 0,23 4,5 0,15 5,0 9,24 4 ,4 0,27 4.4 
Уранил 0,20 5.0 0,13 5.1 0,21 4.5 0,14 5,2 0,23 4 ,4 0,23 4.6 
Цятсэин 0,12 6.3 0,10 5.3 0,19 4,9 0,11 5.3 0,16 5 ,0 0,12 5,8 

Тпмкя О.ЕО 4.6 0,20 4.8 0,26 4.4 0,21 4,6 0,26 4 .3 0,26 4,6 

Уридин 0,24 4.6 0,18 4,9 0,23 4,8 0,19 4,7' 0,25 4 .3, 0,25 4.5 
Цитидин 0,17 5,3 0,12 5,3 0,20 4.8 0,12 5,8 0,17 5 ,0 0,17 5,0 
ТИМИДВИ 0,24 4,6 0,22 4,7 0,26 4,4 0,23 4,5 0,27 4 ,6 0,27 4,5 
5'УМ» 0,10 5.9 0,11 5,4 0,09 5.3 0.13 5,7 0,14 5 .0 0,16 5,1 
Контроль Т/среда ,У 0,0и 6,0 0,08 6,1 0,02 7,1 0,09 6.7 0,07 $ ,3 0,05 6 , 9 
КОНТРОЛЬ 2 &я^т1??оА/ 0,16 5,4 

1 " | 

0,14 5,3 0,13 5.? 0,12 5,2 0,12 5 .7 0,13 6,0 



Таблица 2 

Рост бактерия года С1«в1г1а1ш> "в средах спуриновыми соединениями 
единицах оптической плотности п / 

. - . , 
ИСТОЧНИК аЗОТа С.рвв1еиг1апит С.о^уг1сит С. асегоЪг^уИсшп С1ов1::г1Л1и1п 

в среде штамм ШТЕ МИЫ штампы е р . втам 
130 1546 41 2100 4115 2200 

В рН В рВ Р рЕ II ри В рН РН 

Мочевая кислота 0,10 5 , 0 0,09 6 ,1 0,18 4 ,9 о, И 6,3 0.16 4 ,9 0,21 5 , 0 

Ксантин 0 , 1 9 +.9 0,15 5,0 0,22 4,2 о, 1 6 4 ,9 0,23 4 .7 0 , 24 4 ,8 
Гипоксантнн 0,01 5 ,0 0,08 6.3 0 , 1 3 5,1 о, 11 6,0 0,09 5 ,8 0,П 5,9 
Адеиин 0,03 т.о 0,06 6,9 0,01 7,1 о, 0 9 6,8 0,08 Е ,3 0,06 6,9 
Й1 ОЯИ|( 0 ,11 6,3 0,09 6,4 0,16 5,0 о, 11 5,9 0 , 1 2 5 .6 о д з 5,5 
Аденозин ' 0 , 1 7 5.1 0,13 5 .6 0 ,20 4,4 о , 13 5,1 0,21 4 ,8 0,21 4,9 
Гуанозин 0,16 6.3 0 , 1 1 5,7 0 , 1 7 м о, 1г 5,1 0.15 г > .6 0,10 5,9 
Ксаптозин 0 ,21 4.7 0,18 4,8 0,35 4 ,0 о. 17 4,8 1 ,38 4 .5 0 , 2 8 4 . 6 

5'АН« 0,07 5,3 0,12 5,3 0 ,02 1Я о, 12 5,8 0,17 5 ,5 0,12 5,9 
Контроль I /среда */ 0 ,ОГ 6,0 о*ов 6.1 0,о2 7,1 о, 09 6,7 0 , 0 7 С .3 0 , 05 6,9 
КОНТРОЛЬ г/нН^рд^у 0,16 ш О.М 5 э 0,13 

1 
5.3 
1­^ 

о, 
• - ш 

12 5.2 0 , 1 2 5 
• 7 

0,13 6,0 



т 6С ­

Хороший рост всех культур С1сш1;г1а1шп обес­

печивают следующие пуриновые нуклеозидв: ксантозип, аде­

• 'Нозик, меньше гуаназин, в то время как инозин не только 
не используется бактериями, но ингибирует рост культур. 
Пуриновые основания ­ аденин, гипоксантик, а также аде­

нозин­5­мсно£ос?ат не используются изученными культурами, 
а аденин дааз подавляет рост маслянокислых, а также аце­

1 токобутиловнх бактерий. Следует отметить существенный 
рост анаэробов на срзде с ксантином. 

использование нуклеотздов исследуемыми анаэробами 
проверялось в двух вариантах сред: в одном варианте нук­

леотид слуаид источником озотв и фосфора» а в лругом 
нуклеотид ЕНОСИЛСЯ с дополнительным минеральным фосфо­ • 
ром. 

Как показывает таблица 3,одни нуклеотидп обуслав­

ливай1 слабпи рост анаэробов. 
Характерным для всех шта?л<ов анаэробов является 

хороший рост на средах с нуклеотидами при внесении допол­

нительного фосфора по сравнению с вариантом, где нуклео­

• тид был единственным источником фосфора. Такое явление 
наблюдается как на аденозин­о­монофосфате, так и на 
ур'ддгс'.­б­моноЗоофате, хотя на последнем соединении рост 
был несколько лучше. Это, видимо, ­мозно объяснить силь­

ным Тюдкислекием неззбуференной среды при развитии апа­

аробких бакте­ий. 
Интересно отметить, что на среде с янтарной кисло­

той М глицерином нуклеотиды могут обеспечивать рост куль­

тур, хот.,! и незначительный, ' э з нуклеотидов на этой 
среде накопление биомассы полностью отсутствует. 

Следует отметить, что ацетонобутиловые бактерии 
, и С1 .Ъ1^ут1сит лучше используют нуклеотиды, чем 

С1.р&вгеиг1ашш1 . Отношение изучаемых видов ана­

эробное бактерий к различным витаминам изучалось на среде 
7, куда были добавлены Есе витамины, а затем исключался 
отдел&ьо каждый, * 

Как видно из таблицы 4, вес ­ изученные культуры 
чутко реагируют на недостаток биотина в среде. Иптсн­



Таблица 3 
Рост бактерий рода с1ов+.г±а±ш] «г средах с нуклеотидаяи 

/ в единицах оптическо.1 платности Е / 

ИСТОЧНИКИ C.paateш•ianum С.Ъ1^ут1сига С.8се1оЪи1у11сит С1ов1г1(1:"ппа 
фосфора ттакм штаммы птанны ар. штамм 
в средах 130 1546 41 2100 4115 I 2200 

I 
Среда 5 /контроль I/ 0 ,01 С,02 0 ' 

0 0,01 0 
/о же •+ АДО О.ОЗ 0,05 • 0,04 0,04 0,05 0,03 
То же + УМ* 0,04 0,05 0,06 0,04 0,06 0,04 
То же + АМФ + Ф• 0,09 0,12 0,16 • 0,13 0,15 0,13 
То же + УМФ * Ф 0,10 0,13 0,16 0,14 0,16 0,13 
Среда 6 /контроль 2/. 0 . 0 0 0 0 0 
То же + АМФ 0,01 О.ОЗ 0,02 0,02 0,03 0,05 
То же + УМФ 0,02 0,03 0,03 0,02 О.ОЗ 0,03 
То же 4 АМФ + Ф 0,02 0,0*1 О.ОЗ 0,02 0,05 0,04 
То же + УМФ + Ф О.ОЗ 0,04 0,04 0,03 0,05 0,05 
Среда 5 + Ф /контр.3/ 0,05 0,08 0,09 0,07 0,09 0,09 
Среда 6 + Ф /контр.ч/ 0,01 о 0 0 

1 0 

0.0Х | 



сивность роста анаэробов уменьшается более чег в 2 раза. 
В отсутствии никотиновой кислоты танке замедляется раз­

витие культур Cl.pasteurianum ИOl.butyricum 
в меньшей мере Cl.acetobutylicum . Исключение из 
среды тиамина и пиридоксина не сказалось на росте куль­

тур Cl.paeteurianum . Рост культур Cl.paeteurianum 
несколько уменьшается на ореде о пантотенатом Са, одна­

ко, остальные культуры не реагируют на отсутствие этого 
витамина. 

Таким! образом, установлено, что выделенные на ура­

циле маслянокислые и ацотонобутиловые анаэробы весьма 
требовательны к биотипу, а маслякокислые анаэробы также 
и к НИКОТИНОЕОЙ Еислоте. Такие же данные были получены 
ранее рядом авторов [9,3] . 

Таблица 4 
Влияние некоторых витаминов на.рост. 

культур Clostridium 
Оптическая плотность 

Витамины Cl.paeteu­
rianum 

Cl.buty­
rlcum 

Cl.acetobu­
tylicum 

Cl; 
BD. 

в ш т а м N 
среде 130 | 1545 41 ¿100 4115 2200 

Смесь витаминов 
0,35 по Одинцовой 0,29 G,20 0,35 0,32 0,34 0,34 

Без биотина 0,10 0,11 0,15 0,14 0,15 0,10 
Без никотиновой 

к—ты 0,18 0,19 0,2" 0,25 0,28 0,25 
Без пактотената ' 

Са 0,21 0,2S 0,30 0,29 0,30 0,31 
Без пиудноксина 0,30 С,29 0,34 0,34 0,35 0,33 
Без тиамина • 0,30 0,31 0,36 0,33 0,35 0.35 
Контполь 
/среда 7/ 0,12 0,12 0,09 0,09 O . : O 0,05 

. Выводы 

• I . :'зучена спЪсобность маслянокислых' и ацетонобу­

тидовых анаэробов рода ­ Clostridium , выделенных 
кг среде с ураиилом, использовать экзогенные пури.ювые 
Г I " £*жЯВИВВ 



и пиршздиноЕые соединения в качестве источника азота, 
а нуклеотиды ­ в качестве* источника азота и фосфора, 

2. Установлено, что нуклеозиды, аизчщие экзоцик­

лическую аммонийную группу более доступны для анаэробов, 
чем пуршюйые основания, за исключением ксантина. Нуклео­

тиды плохо используются анаэробны!» бактериями. 
3. Выявлено, что пириыидиаоЕые соединения лучше 

используются анаэробннми бактериями, чем пурняовые. 
4. Показано, что выделенные анаэробные öai гермн 

рода c i o e t r t d i t e требуют наличия в среде биотина, 
а Cl.pasteurlanuB и C l . b u t y r i o i » кроме бес­

тина нуждаются и в никотиновой кислоте. 
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Шпрунка I.K. 
Ин­т органического синтеза 

­ АН ЛатвССР ( Рига) 

АД1ШЗИ1ШЗАШНАЗА (Ü.C.3.5.4.4.) 

ШХгШТЛЯИЗШВ 

Важное значение в процессе жизнедеятельности любо­

го организма, в процессе развития любой клетки, имеют 
изменения количественных и качественных соотношении 
отдельных компонентов нуклеотидного.пула. Особое место 
в этом пуле принадлежит производным аденина, которые 
кроме участия в структурно­функциональной организации 
нуклеиновых кислот, также осуществляют важнейшие энер­

гетические и биорегуляторные функции. 
В 1972 г. группой американских исследователей­кли­

ницистов во главе с Джиблетом [ I ] было установлено 
полное отсутствие эритроцитарной аденозинлезаминаэы 
(АдА) у ребёнка,­ больного о;<цей тяжелой иммунонедос­

таточностью. В 1975 г . обнаружили, что такую же кли­

ническую картину вызывает отсутствие нуклеозид­фосфо­

рилазы ЕС.2.4.2.1 I , осуществляющей следующим втал 
катаболизма, т . о . образование гипокоантииа из инозина 
(2] (см.схему I ) . Вследствие этих открытий пути пури­

нозого обмена и, в частности, физиологическая роль 
установлении отруктурно­фущщиональиой организации АДА, 
возможности использования знаний об этом ферменте в 
диагностике и в терапии различных патологических сос­

тояние стало предметом исследования многих лаборато­

рий мира. Были предприняты попытки реставрации лимфо­

цитарной функции вгедением экзогенной АДА Гз ] . 

ценнейшим источником ферментов для промыв енных, 
медицинских я исследовательских целей являются микро­

организмы. Изучение структурно­функциональной органи­

зации и физиологического значения АДА у микроорганизмов 
п о д а е т глубже пЪэнать сложнейшие процеосы пуриново­

го обмена нормальных и патологических клеток млекопи­

тающих, в том числе и человека. На оснсве аналиэг. ли­



тературных данных Кори Г4»31 выдвинул предположение, 
что присутствие АДА в крова ­ это механизм регуляции 
кровяного давления путем детоксикецкх сильного вазоде­

пресанта аденозина до относительно неактивного инозина. 
Поступление алиментарного адсноэина з кровь отчасти • 
определяется ферментативной а.ггивностьв кишзчнон микро­

флоры и,таким образом,естественно приводит в соприкос­

новение пути пиримядиновых' превращении млекопитащих 
с пурановыч кстаОодизуОУ/м­.­таболизмом у микроорганизмов. 
В тканях млекопитающих почти совсем отсутствует дегра­

дация аденозина в адепин и катаболизм протекает через 
инозин [ 3 | . В пуриновом обмене млекопитающих особое зна­

чение придается активности так называемого "аденоэивс— 
'вого цикла". Количественная суть этих процессов выпукло 
отражается а следующих ключевых моментах (схема 1)[7­1(|: 

1. скорость дефосфорилярования аденилата в адене— 
зин ойенима; 

2. с; рость фосфорилярования аденозина меньше ско­

рости его образования из аденилата} , 
3 . большиаотво образовавшегося аденозина подлежат 

дезаминированию; 
4. остальная часть цикла работает со скоростью, 

определяемой дезаминированием аденозина» 
5 . при 100% эффективности цикла он безвреден? 
6. однако, часть образовавшегося инозината пре­

вращается в гувнвлат; , & 
7. Вследствие низкой скорости,дезамянировеняя гуа­

нилата в инозинат, часть его улавливается; 
8. в результате этого понааается концентрация ­

адениновых нуклеотидов I повышается концентрация гуава­

новых нуклеотидоз; 
э ] эта несбалансированность нуклеотидных концент­

раций вредна для клеток. 
Таким образом четко определгча ключевая роль АДА 

в формировании сбалансированного, физиологически без­

вредного нуклеотидного пула у млекопитающих. 
За основе анализа собственных опытов и весьма об­

о 



­ о б ­

ширных лит .ратурных данных Кох и Белли в 1959 г. [ I I J 
выдвинули гипотезу 3­х ступенчатого дезаминирования аде­

нозина у В.coli i I ) превращение аденина в аденоэин) 
2) дезаминированив! 3) расщепление инозина до пшоксан­

тива (схема 2 ) . Дальнейшие исследования Г12] с примене­

нием различных мутантов Б . c o l l [I3.I4J , дезоксиадено­

эика я в­аминопуоинв в качестве субстрата 13 под­

твердили путь превращения пуринов, представленный охе­

мой 2. [I5J . У пурин дефицитного ауксотрофа s . o o l i яе 
удалось доказать наличие А1>а­дезаминазы и адениндезами­

ыазы, что наряду с необратимым характером синтеза А№ из 
ияозиновой кислоты в качестве еди ютвенного места деме­

тиламинироваЕия 6­метиламинопурина, допускает лишь нуклео­

зидный уровень [12 ] , Недавно было определено расположение 
генов утилизации пуринов у E . c o l l и установлено, что 
они не связаны непосредственно между собой [15} . Эту же 
схему зуринового обмена подтверждают для семейства 
Ente robao t e r i a c eae также иоследованяя на протс— 
трофе S a l m o n e l l a typhlmurium LT­2 , его аДенин­дефи­

цитной адевинсукаинатлиаэы недостаточного мутанта и 
6­меркаптопуринрезиотентного мутанта [16J. Расширенное 
примене'гие мутантов в исследованиях метаболизма 
s.typhibiuriun" ' [17] позволило сделать вывод, что 

90% экзогенного аденозина подвергается деааминированию, 
а остальные 10% превращаются в аденин при помощи пурин­

нуклеозидфосфорилазы. I n v i r o этот микроорганизм не 
способен фосформировать аденоэин в АМФ. Боли пуркн­де» 
финитный мутант растет на аденине в присутствии гистиди­

на, то последовательность реакции аденин —» аденозин—* 
— » инозин *. гипокоантин » Uu№ становится фак­

тором, лимитирующим рост культуры, при этом узким местом 
являете), синтез аденозина иг аденина, испытывающий недо­

статок в эндогенном рибозо­1­фосфате fl7j . Путем дезами­

иирования аденозин метаболитирует также Вас» iriun 
cadaverla fb ] , для Mic rococcus sodonens ia действен­

на схема пуринового обмена e . typhimur ium (I9J . 
Bacillus an tbxao i e [2QJ дезаминирует аденозин 
на нуклеоэидном уровне, Для B a o i l l u a c e r e u « вталь­



янские ученые [2lJ установили включение в эту схему 
5­АШ>, который под воздейетвием 5^­нуклеотидазы превра­

щается в аденозин, т . е . частично реализуетоя "аденозияо­

вый цикл" млекопитающих [7­Ю] . Если до недавних ис­

следований' ДебоЕа и сотрудников [22] в области пурино­

вого обмена лейкозяых клеток не было докаэателвств на­

личия адениндеэаминазы в животных клетках, то в микро­

организмах общепринятой считается возможность альтерна­

тивного пути непосредственного дезаминирования аденвна— 
до гипоксантина на уровне оснований. Однако, в некото­7 
рых работах о наличии адениндезаминазы, например, у в. 
coli , S.typhimuriteB (23] , Pseudomonas oleovorana [24] , • 
Aeotobacter Tinelandii (25J 

судили по образованию гипоксантина при использовании 
аденина в качестве субстрата для клеток или бесклеточ­

ного экстракта без должного ингибирования пути дезами­

нирования на нуклеозидном уровне при помощи АДА. Внше­

рассмотренные схемы метаболизма требуют подойти о вели­

чайшей осторожностью к постановке опытов и интерпритадиж 
результатов по установлению последовательности фермента­

тивных реакций пуринового обмена. Ход биохимичеоких со­

бытий во многом определяется локализацией отдельных 
ферментов метаболической цепочки в структурных компо­

нентах клетка и удельной скоростью проникновения суб­

стратов в конечных продуктов сквозь клеточные мембраны. 
Транспорт азотистых оснований и нуклеоэидов У бактерий ­j 
рассмотрен в обзоре Грешановича [261 и раскрывает глу­

бину противоречивости имеющихся в литературе данных. 
Свое значение не потеряли представлен ­я Коха об енерг>­

аависимости процесоа транспорта пуриновых дуклеозидов 
[17] и наличии двух фондов аденозина у BVooli , один 
связанный о оинтезом РНК, второй ­ о дезамкнированием 
аденозина до инозина. Позже было показано, что ключевые 
ферменты превращения аденозина­АДА и нуклеотидфосфори­

лазы локализированы в бактериальных везикулах, т . е . в 
мембранных структурах; и таким образом имеет место пря­

мое взаимодействие с комплексами переноса [28J . Актив­



н*я АДА содержится также в мембранных везикулах щ о ­

гооооош aodoaaae l a I 2J .Кинетический методом Агарвал 
i Пари покааалв, что на мембранах эритроцитов челове­

ка АДА расположена в непосредственной близости к оке­

теме нуклеозидного транспорта [X].Прииененнеи мечен­

ного аденозина показано отсутствие специальной транс­

портной системы для пуринов в конидиях Heureерога 
вгаааа содержащей АДА [31].АДА расположена в зкзоспория 
опор B a c i l l u e f34,35] . а у A * o t o b a e t e r T ine l end l l [32J 
u S e r e i n e l ú t e a [33] Mlcroooccue l y e o d e l k t i o u e [36] , 

v i b r i o ооввоа (42] обнаружена цитоплазиатичеекая АДД. 

Схема I 

В Ш И А Д АЙЮД И Т И Ш Т А Ш И 

Da аото синтез 

аде 

Аденозин 

Аденин 

Мочевая кислота 

Аденоэиновый цикл 
1 ­ Аденозин киназа (ЕС 2.7.1.20) 
2 ­ Аденозин дезамннах 1 ( ВС 3.5 .4 .4^ 
3 ­ Пуриннуклеозид фосфорияаза ( ВС 2.4.2.1J 
4 ­ Гипоксантин фо(хрорибозилтрансфера?а(ЕС 2.4.2.6 
5 ­ Аденин фосфорибозилтраясфераза (ВС 2 .4 .2.7. ) 
6 ­ б^Нуклеотидаза (ЕС 3.1.3.5.) 

. •' . йини'и соавторы ВЦ) на примере Ваа111ив 
сег«\з выдвинули совершенно уникальнЙе представле­

ние о том, что последовательность реакции АШ » 
—а аденозин — — г инозин ­ гипоксантия пресекает 



экзоцеллюлярно, а в клетку проникает лишь гипоксантин, 
т . е . ферменты, осуществлявщие эти реакции, локализиро­

ваны на внешней поверхности клеток в ю Ш ш . 

Схеме 2 

ПУРИНОВЫИ обман микроорганизмов 

DE novo 
5­фОСфорибозил 

­5­амино­4­имйд 
азол карбокоамид 

9*">* i 8 

­ с 
л ­

СТАЛИН 

7 7 

АТФ 

10 
сукцинил АЮ —р АМФ 

13 

! 
ж 

it А 
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4.3.2.2,1 

В литературе имеется различные мнения насчет кон­

ститутивного "или 'индуцибельного характера АДА микроор­

ганизмов. Макс и Кох 07] считают, что у в.co l i в лак­

тозной среде появляются два адаптивных эффекта: образо­

вание активированной нуклеозил­транспортной системы и 
зависимость скорости дезаминирования от начальной кон­

центрации субстрата, йндуцибельность АДА доказанг у 
E.coli frl,I2j и предполагается, что у Aepergillue 
oryzae [38], Aerobacter aerögenee, Salmonella typhlam­



­ l u e Гдг 1 не индуцируется, а для Mioroooocue eodoaen ­

eifl строго доказана конститутивная природа АДА £ 3 9 Д 

АДА у' В . c o l l катаболичеоки репрессируется глю­

козой и наивысшие выходы получены при культивировании 
на лактате [12], АДА A s p e r g i l l u s , как и другие да­

замнназы и дезамидазы,повышает активность при эндоген­

ном дыхании в его образование протекает в условиях глю­

козного голодания [40]. 
До настоящего времени отсутствуют систематические 

исследования о распространении АДА в микроорганизмах. 
Самый обширный спектр.микроорганизмов на аденозиндеза­

назную активность обследован японскими учеными [41] 
в связи о изучением деааминирования пуринового антиби­

отика Зормицина А в $ормиция В. Авторы обследовали 71 
штам* актиномицетов и установили, что большинство из 
них дезаминируют аденозин на 75­100?, но 10 штаммов „; 
да заминировали аденозин' на 0­50?. Из 57 оболедованннх 
втаымов бактерий .86­100? АДА активностью обладали в. 
oo l l , Klcrooocoue f l a v u s , P r o t e u s v u l g ā r i e , Pseudomo­

nas fluorescene, S e r r a t i a marceeoene .Sexo ina l u t e a . B a c ­

teriua suooiaioue . Совершенно отоутотврвала АДА 

активность у Actinomyces m e t a l o a l l g e n e e , A . v i e c o l a o t i e , 
Pseudomonas c r u o i v i a e , P . o v ā l i e , S e r r a t i a i n d i c a , S . mar ­

co асопаЛиккардом исследована АДА активность в 12 штам­

мах [39} Mierocoooua , Этот фермент найден также 
у вибрионов [42,43] . При этом V . c h o l e r a лучше 
растет и наблюдается стабилизация АДА на средах, содер­

жащих 0 42­3,4?Had [43j. Из Сахаров стимулирующее 
действие на образование АДА оказывает добавление в пи­

тательную среду мальтозы (plj , На АДА активность было 
испытано 13 штаммов Mycobacter ium и установлено, 
что все бактерии имеют этот фермент, однако патогенные 
для людей штаммы обладали пониженной дезаминаэной ак­

тивностью [52]. 
.Исторически первыми (1946 г . ) в качестве продуцен­

тов АДА исследованы микроскопические грибы A e p e r g i l l u a 
огугае 



Неиговрога сгааеа Выделение чистой неспецифичео­

кои АДА из конплекса ферментного препарата Такадиаста­

зы легло з основу промышленного получения АДА микро­

организмов для исследовательских нелеп [ч5 ] . Кроме то­

го, АДА найдена у Eromotb.eoi.um цвпЪуИ [4&3и Б1гер*о­ . 
туоев аигео^ы^епе Г47.48). 

Для некоторых микроорганизмов АДА несет весьма оу­

вественнуо физиологическую функцию. Так у М.валопвпв1в 

[19. ч9) этот Фермент предотвращает подавление аденоэином 
биосинтез тиамина.Били сделаны попытки увязать авиру.«­

лентнуо природу аденин­дефяцитного мутанта ВавШив 
ап^ао1в [20] о уровнем АДА, но оказалось,что вирулвнт­

•ноо*ь, определяется совокупностью нескольких факторов. 
У Н.сегеца и в.ая«1гас1е установлено, что ииоэнн бо­

лее эффективно, чём аденрэин стимулирует прорастание 
спрр. Предполагается, что в биохимической системе про­

растания спор АДА отведено определенное место [34].Не 
абклачено, что нахоидение инозина в отдельных участках 
транспортной РНК 'вменяется ДпПотвием АДА [53]. 

Важнейшей характеристикой любого фермента является 
его субстратспецифичнооть, количественную сторону кото­

рой отражает константа михаэлиса. 

Таблица I 

К и аденозпндезаминазы 

Источник фермента (М аДенозина) Литература 

МуооЬа<^ег1ш1 ' 

1иовгои1ов1в 4 , о ' х Ю ­ 3 ' £6] 

Ваожег1Ш1 еа«1ачвг1в 5,0 х ХО"*4 Й8) 
АярегвДИив огуввв 3,8 х 10~* £ 5 3 

2,4 х К Г 4 ' (54} 
Евспег1сМв оо11 1,3 X 10" 4 {III 

Ввс111и* апЯи>ав1в 3 ,3 X Ю~ 5 02С9 
Эритроциты человека 1,2 х Ю " 4 |57] 

Как видно из примеров таблицы I , сродство субстрата 
к ферменту колеблется в пределах, отличающихся на два 

http://Eromotb.eoi.um


сорядка. Литературные данные трудно сравнимы, т.к. фер­

менты подучены разными путями, о различной степенью 
очистки и применялись различные способы определения АДА 
активности и расчета К^. Коммерчески широко доступный 
препарат АДА из Аврвгд­Шив огуавв является не­

спевдфячеокой деэаминеэой [44,45], от.к. кроме аденоэина 
и деэоксивденозина дезамкнирует такие э­А.'.'?;, 3­А.\&, 
АДФ, АТФ, ФАД, НАД, НАДВз» 2­АМФ, дезокоиАМФ и деэокси­

АТФ. Больфенденом [58]было показано, что этот фермент 
гидролизует рибозиды 6­гидрозино­, 6­хлор­, 6­метиамино­

и 3­метоксипуривов. Огромный литературный материал и 
собственные данные по научению субстратспецифичнооти и 
ингибированию АДА позволило Эвансу и Вольфендену [54] 
высказать предложение, что этот гидролитичаокий фермент 
действует по уникальному в энаимологии механизму непо­

средственного присоединения ­ выщепленил соглаоно схеме 

X НО X 

I ступень ^ X ­

Высокой избирательностью к субстрату отличается 
дДА .в.ав*пгао1в |2о], которая очень слабо дейс­

твует даже на дезоксиаденозин. Вероятно, среди микроорга­

низмов можно найти продуценты АДА любой субстратспеци­

фичностн. 
Другой важной характеристикой фермента является 

оптимальное рН его действия, который также у микробиаль­

ных АДА обнаруживается в физиологических пределах (см. 
табл.2) . . . 

Молекулярный вес АЛА А . о г у а а е методом 
гель­фильтрации определен 110000 [38], а у м.воа.опепа1а 



Источник фермента РН Литература 

A o p e r g i l l u s o r y s a e 5 , 5 Г453 
я и 6 , 5 159 ] 

M y c o b a c t e r i u m t u b e r c u l o s i s т 
E s c h e r i c h i a c o l i 7 . 5 ­ . 8 , 0 

я • n 
8 , 8 Шо] 

B a c t e r i u m c u d a v e r i e 6 , 8 ­ 8 , 3 . ш 
B a c i l l u s c e r e u e 8 , 7 [ E N 

-
Настоящий обзор не рассматривает целый ряд таких 

специфических проблем энзимологии, молекулярной биоло­

гии и белковой химии аденозиндезаьлнаэ микробиологичес­

кого происхождения, как с.руктурно­функциональная орга­

низация, ингибиторы и эффекторы, условия денатурации 

130000 ± 10000 [39 ] . Согласно представлениям Ма и Фи­

шера [62,63] микробиальныи.фермент ближе к В ( И,В. 
100000) типу тканеспецифичной АДА многоклеточных орга­

низмов, являющийся кратным от высокоактивного С типа 
( М.В. 35000 ) , к которому принадлежит эритроцитарная 
АДА человека (М.В. 35000 ) [64J. Каждый из трех­типов 
АДА характеризуется определенным соотношением v m R Q 

аденозина / v м а к с дезоксиаденозина, которым пред, а­

гали пользоваться и качеотве токсаномичеокого признака 
[62, 63] . Однако, для микробиальной АДА это соотношение 
не исследовано. 

Выделение высокоочищеиного АДА из л . о г у в а е 

с выходом 10% [45] возможно комбинацией обыкновенных 
методов белковой химии, а применение афинной хромато­

графии [65] позволило получить 46800 X очищенную эритро­

цитарную АДА с особо высоким выходом (см.табл.3) и рас­

крыло широкие возможности для препаративного получения 
и изучения АДА любого происхождения. 

Таблица 2 в • 

Оптимальное pH действие аденозиндезаминазы 



и стабилизации, иммунореактивность фермента. 

Таблица 3 
Схема очистки АЛА эритроцитов человека /65] 

с МЕ/мг Степень Выход 
редка,.-

1)Ультраэвук,сырой экстракт 0,0011 
рчастки 2— 

100 
2) Солевой р­р десорбции о 

ДЗАЕ Сефадекса в объеме 0,11 100 58 
3)Колонка ДЕАЗ сефадекса 0,18 164 55 
4)Сефадекс £­100 колонка 1,65 • 1500 35 
5)Афинная колонка 525 46800 26 

Из такадиаотазы ¡45} . 
ЫБ/мг белка 

0,64 
24 

180 * 

5 3 3 

I)Экстракт порошка "така­

диастазы 
2)Этакольный осадок 
3)Типовая фракция колонки 

ДЕАЕ Сефадекса 
4)Фракция колонки гидро­

ксилаппатита 
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РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ AJ£H031ffl£E3AMMHA3HOn 
СПОСОБНОСТИ СТЯдИ МИКРООРГАНИЗМОВ СТДЕЛЬ­

HUX СИСТЕМАТИЧЕСКИХ И ЗГОЛ(ИЯИВЙШ| ГРлПП 

Наряду о другими ферментами пуринового метабо­

лизма в течение последних пяти лет интенсивно изучает­

ся фермент "аденозинового цикла" ­ аденозиндезаминаэа 
/еденозинакиногкдролаза Е . С . 3.5*4.4/. ванное значение 
этого *ерыенте для нормельного Функционирования клеток 
млекопитающих и !,рлесообразность дальнейшего его исполь­

зования подробно обсундены в обзорной статье И.Шпрунка 
" Аденозиндезаминаза,. микроорганизмов "настоящего сбор­

ника [ I I . В данной статье также показане­возможность 
использования микроорганизмов в качестве продуцентов 
аденоэиндезаминааы ьяя дальнейших исследований. 

В научной литературе имеются данные о наличии 
еденозиндезгминазы у ряда микроорганизмов ­ отдельных 
видов бактерий C2,3.4,5,6,7,e,9, IC,TI . I?, I3J, актино­

кицетовГ8,Т4] и грибов p5, lb j . Большинство этих работ 
ограничивается констатированием аденоэиндезаминазн у 
отдельных видов и лишь некоторые работы,­ например, Сава 
с соавт. [8] еж Пихарда [12] охватывают группы микроорга­

низмов. 

В данной работе исследовано распространение аде­

нозиндеиамиказиоХ способности среди разя'лчных микроор­

ганизмов с целью выявления более перспективных система­

тических или экологических групп для дальнейших поис­

ков продуцента аденозиндезаииназы.* ' 

I В экспериментальной работе принимали участие 
студенты А.Цекуле, А.Гейкина, А.Озолиня. 



Материалы и методы 
ш 

а работе использовались культуры микроорганизмов 
коллекции кафедры физиологии растений и микробиологии 
ЛГУ ик. П.Стучки. Часть культур являются свеневыделен­

ныии из природных субстратов ­ почвы и филлосферы, не­

которые ряд лет хранятся в музейных условиях. 
О наличии аденозиндезеииназы у данного ми>гролрга­

низма судили по образование инозина из экзогенного аде­

нозина. адэнозин добавляли или к питательной среде, 
обеспечивающей рост данного микроорганизма, или к инку­

бационной смеси отмытых клеточных суспензии. В первом 
случае аденозин добавляли к питательной среде в коли­ \ 
честве 6,1% перед посевом культура,"для культивирова­

ния дрожжей использовалась среда Ридер, для культиви­

рования грибов ­ модифицированная' среда напека ^r/xj-

­ глюкоза ­ 10, НН4Н03 ­ 2, КН^РО^ ­ I , KCl ­ 0 ,5, 
MgSO '̂THgO­ ­ 0,5, смесь микроэлементов ­ I мл £13]. 
Для актиномицетов использовалась среда следующего сос­

TaBa(r/jij(RH^)2so4 ­ ­ 2 , янтарная к­та ­ 10, глицерия­5, 
К2НР04 ­ 0,5, Mgso4» THgO ­ 0,1, ? e C l 3 ­ следы, смесь 
микроэлементов ­ I мл, дрожжевой автолиаат ­ 0,025. 

Культивирование проводилось при 27°С на качалках 
(рении 100 об/мин;. Через определенные промежутки вре­

мени ^ в зависимости от интенсивности роста культуры; 
отбирались пробы культуральной жидкости. Клетки отде­

лялись центрифугированием. Надосадочная ЕИДКОСТЬ под» 
вергалась исследованию промежуточных продуктов катабо­

лизма аденозияа методами хроыатографи". Использовалсг 
метод восходящей бумажной хроматографии на бумаге мер­

ки И1­11 с применением следую..мх систем растворите­

лей: I f­ этилацетат : Конц.уксусная к­та : вода­3:1:1, 
I I ­ н­бутанол : конц.уксусная к­та : вода ­ 2:1:1; 
а также метод топкорлойноа хромгтотрафии в силикогеле. 
иа плас,тинк*х811иго1 UV 254В системе н­бутанол : аце­

тон : конц.аммиак : вода ­ 50 :40:3:15. Соединения об­

наруживались при помола ультрахеыископа. Идентификация 



проводилась прямым сравнением образовавшихся соеди­

нении с kf ."свидетелей". При обнаружении инозина на хро­

катограммах, его идентичность проверялась снятием спек­

тра на спектрофотометре Specord UV Via. 
Метод откытых клеточных суспензия применялся в 

случае скудного роста микроорганизмов ( в данном слу­

чае ­ бектерий; в жидких питательных средах. Бактерии 
выращивали не твердых средах ­ капустном агаре или КПА. 
Клетки смывали 0,5% Физиологическим раствором, дважды 
прокывали этим же раствором и центрифугировали. По воз­

можности сухо отцентрифугярованнув клеточную массу до­ • 
бавляли к I/I5 Н К На фосфатному бу*еру (. рН 7,v ) с 
концентрацией аденозина 2 нкыоляД'Л./Оуспензия инкуби­

ровалась при 27°С на качалках ( 100 об/мин). Время ин­

кубации 20 я 4и мин. После инкубации клет; .: отделялись­

центрифугированием и супернатант подвергался аналогич­

ному анализу. 

Результаты 

Соотношения между количеством культур, дезамини­

ругцих экзогенный аденозия, и всеми проверенными куль­

турами в различных группах микроорганизмов показаны в 
таблице. Способность к дезаиинированию аденозина 
констатирована почти у всех.проверенных актиномицетов 
(у 16 из 17^j. Это согласуется с данным Т.Саза с соазт., 
показавшими аденозкндезаминазную активность у 37 из 39 
проверенных культур актиномицетов. При этом надо отме­

тить, что деземянирование экзогенного аг.еноэина явля­

ется единственным путем его растепления у актиномицетов, 
а у"микроорганизмов других систематических групп часто 
наблюдается образование как инозина; так и аденина. 

В среднем 41, 7у» проверенных бактерий также обла­

дают аденоэиндезаыннирующеК способностью. Необходимо 
указать, что большинство эпи^итннх культур, а также 
культур из коллекции были пигментированы. 

Третья °асть исследованных мицелкал^ных грибов 
«заминируют аденозин. 5 из б культур, выделерчых из 



почвы и обладавших дезаминазной активностьг, по отнопе­

ниэ к аденозину, относятся к роду Реп±с1111ит • Куль­

туры грибов, выделенные из шиллосшеры,принадлежат зиду 
АигвоЬвя1а1ит ри11и1апв и аденозин не дезаминирует. 

Таблица 

дезаминирование аденозйна в различных 
группах микроорганизмов 

Иикроорга­ | Источник 
низны |выделения 

Колит, 
проверен­
ных куль­

Культуры,дезамини­
рувдна аденозин. 

х­зо * Г 5 

1 актерии 
фнллосфера 

из 
коллекции 

14 

10 
Всего: 10 

42,Р 

40, д 

41,7 

Актиноиипеты из 
коллекции 17 16 94,1 

Мицелиальные почва 18 с­ 33,3 
1 * 1 И б ы филлосфера . 4 О О 

из 
коллекции I I 5 45,5 

всего: 33 I I 33,3. 

Дрожжи почва 40 5 12.5 
Дрожжи 

Филлос*епа I I 6 54.5 
Всего: 51 I I 21.1 

54,5% дрожжей, выделенных нами из филлосферы, 
дезаминирувт аденозин. Среди дрожжей, выделенных из 
почвы, дезаминируггдих культур гораздо кеньое ­ 12,5%.. 

Таким образок, наши данные свидетельствует р том, 
что из­ всех проверенных экологических групп микроорга­

низмов эпифитные бактерии и дрожжи представляет перс­

пективнуп группу для поиска продуцентов аденоэиндеза­

миназы. 



Выводы 

У Т25 культур микроорганизмов ррзличных система­

тических и экологических групп проверена способность 
деэаминировать экзогенный аденоэин. Наиболее перспек­

тивными, для поисков продуцентов аденозиндезаминазы прел­' 
гтавлкЕтся_ек1н™онинетн^г бактерии ­ всех прове­

ренных акткнокицетов и 41, т£ бактерий дезвмщнруют аде­

ноэин. Зтик­признаком обладает'..около 5С< проверенных 
эпифитких бактерии и дрояаей, V T O указывает на целесо­

D разность поиска продуцентов с$еди представителей эпи­ ' 
фитной микрофлоры. 
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ЛГУ им. П.Стучки ( Рига ) 

НЕКОТОРЫЕ НОВЫЕ СТйНУЛЯТОД! РОСТА 
ОМКР.'ОРГАНИс.ШЗ 

Удельный Еес микробиологической промышленности в 
народном хозяйстве увеличивается. 3 этой связи важней­

шзй проблемой является интенсификация роста микроорга­

низмов, что требует поиска и применения новых стимуля­ • 
торов. НамИ установлено,, что наряду с днметилсульфо­

оксидом П 2 для микробиологическое промышленности в 
качестве стимуляторов роста могут фггь рекомендованы' 
нуклеозидди­ и трифосфаты, а также уосЗоразотистые сое­

динерчя. . в 

•Объект и методы 

Для изучения влияния стимуляторов объектом иссле­

дования были выбраны следукщие бактерии:Mycobacterium 
l a c t i c o l u m , Peeudomonae fluorescens(выделенные из во­

доемов ЛатвССР)jPlavobaoterium suaveo l ena , B a c i l l u s 
e u b t i l i s И актиномкцет Actinomyces 

p l a t e n s i s (музейные культуры). 

.В качестве стимуляторов роста изучались АТС, 'ГТФ, 
ИТФ, ЦТФ, УТФ, АДФ и ИДФ, ГДЬ, ЦД4,.УДФ (в количестве 
0.1?) и фос(?оразотистые соединения: нитрид фосфора 
Р 3 Н 5 С2»32. оксинйтрид фосфора РОН [ 4 ] , соединения 

CPBR̂  и Р^з 1 ^ И • 5 0 6 тосфоразотистые соединения при­

менялись в количестве 0.01?. Стимуляторы добавлялись к 
стерильной среде перед посевом культуры в асептических 
условиях. 

Применялись следующие среды для культивирования 
микроорга яизмов. 

Среда I ( в."? ) : K.¿HP04 • З Н ^ ­ 0,05; MgSO * 
•TlígO ­ U,03, янтарная кислота ­ 0,1, гЛицерин ­ 0,4, 
смесь_ микроэлемзчтов ­ I мл на Л, состав в ?: Н­ВОд ­



­ 0,5 ,НН 4 МоО 4 ­ 0,0, EnS0 4 • THgO ­ 0,04, 
MnS0 4 • 4 ^ 0 , ­ 0,6, CuS04 • 5^0 ­ 0,04, CoB04 ­

­ 0,5; дрожжевой автолиз.'.'т ­ 0,01, ( Ш 4 ) 2 8 0 4 ­ 0,1, 
?еС1­ * бй^О ­ 0,0001, стимулятор роста. рН совда ­ • 

­ 7,2 ­ 7,3. 
• Срвда_2­ т в­^г^11Р0 4 > '3lL¿0 0,05 ,Mg30 4 . 7Н20­

­ 0,003, сахароза ­ 6, пептон ­ I , смесь микроэлементов 
­ I мл/л, дрожжевой автолизах ­ 0,001, (HH^gSO^ ­ о,1, 
Р е 0 1 ­ • 6Hg0 ­ 0.0001, стимулятор роста, оН среды ­

­ 7,2 ­ 7,3. .;>;'< ­ . 
Среда 3 (в %): KjjHFC^ ­.ЗНг0 ­ 0,05. Н03О 4 * 

• 7HgO ­ 0,05 , Р # 8 0 4 ­ 0,001, »нтарная к­та ­ 0,1, 
•аС1 ­ 0,05, (1Ш 4 ) 2 30 4 ­ 0,1 , г.". л ­ 0,5, смесь 
микроэлементов ­ I мл/л, стимулятор роста , рН срецы ­

­ 6,9­7,1. ' 
Во всех случаях контрольной средой служила соответ­

ствующая среда со стимулятром диметилсульфокскдом (ДМСО) 
в количестве от 100 до 500 части на миллион или среда 
без стимулятора роста в случае фосфораэотистых соедине­

ний. Микроорганизмы инкубировали с аэрацией на качалках 
( 100 .об/мин) при 27°С. Прирост биомассы определяли ме­

тодом турбодиметрии на фотоэлектроколориметре ФЭК­Ы56 
( 510­550' нм ) . Количество биомассы актиномицетов кон­

тролировалось весовым методом. рН среды в ходе культиви­

рования определяли на рН метре РН ­ 232. Выход биомассы 
во воех примерах контрольных сред принято за 100%. 

Результаты и обсуждение 

" На рисунке показаны кривые прироста биомассы у 
Р. f l u o r e a o e n e 310 при добавлении к среде I различных 
производных аденина( с м . с .65 ) . 

Самый значительный прирост биомассы по сравнению 
с контрольной средой ( кривая 5) наблюдается при добав­

лении дезоксиАТФ ( кривая I ) . Выход биомассы р. 
f l u o r e e o e n a 310 ­ 1,55 г/л, что соответствует 255? по 

сравнению с их биомассой в контрольной среде ( 0,6 г/л ) . 
В случае добавления АТФ максимальная биомасса ­ 1,45 г/л 



О 24 46 7й «86 
Влияние добавления д­АТФ (кривая I ) , 

.АТФ ( 2 ) , АДФ ( 3 ) , А;.:;, аденозина, аденина (4) на рост 
Рввиоошопав Г1иогевовпв.(контрольная среда ­ кривая 5) 

Стимулирующий эффектом на рост культуры обладают 
только нуклеозидди­ и трифосфаты, а добавление А.'&, 
аденозина и адечина (кривая 4) не оказывает стимулиру­

ющего действия. В таблице I приведены результаты стиму­

лирующего действия нуклеозидди­ и трифосфатов на выход 
биомассы на среде I ня 4 сутки инкубирования. 

Данные показывают, что в условиях.эксперимента на 
ряду с ДАТ* (255?) и%АТФ (245?) рЪст Р.Пиогевсепя 
310 ' эффективно стимулируют Ж ­ 234?, ГТФ ­ 230?, 

и'т.д. ­ до ГДФ ­ 133?. На рост остальных культур ­

В ю Ш м в и М Ш а , ЫусоЪа^вг1ит 1ас-Цсо1ит,Р1аУоЪао-

tвгium виаУво1епв, АоНпотусев platenвiв 
проверено влияние экзогенной АТф. Б качестье примера 
данные о влиянии АТФ на рост и. 2 аоЗДсо1ит 
в двух различных средах показаны в таблице 2. 



Стимуляторы 1 
Прирост биомассы 

г/л ! в % 

Дезокеиаденозинтрифосфат С\ 1,55 255 
Аденозинтри(1ос(!ат. натрий 1,45 245 " 
Цитилинтр»1:осфат, натрии 1,40 234 
Гуаноэш­трифосфат, натрий 1,38 230 
Уригиитрифосфат, натрий 1,36 225 
Инозиятрифосфат, натрий 1,35 225 
Иноэиндифосфат, натрий • 1,32 220 
Цитидиндиоосфат, натри;; 1,32 . 220 
Уридиндифосфат, натрии 1,25 208 
Аденозиндифосфат, натрий 1,20 200 
Гуанозиндифосфат, натрий 1,10 183 • 
Гуакозинг.онофосфат, натрий 0,60 100 
Уридинмонофосфэт, натрий 0,61 102 
Цитшиишонофосфат, натрий 0,50 100 
Инозинмонофосфат, натрий 0,60 100 
Аденозинмонофосфат, натрли 0,61 102 
Контрольная среда с ДХО • 0,60 100 

Йэ"данных таблицы 2 видно, что стимулирующий эф­

фект АТФ более выражен при росте культуры м. 1 а с « ­

со1ит на синтетичеокой среде. В этом случае отмеча­

ется как ускорение роста, так и увеличение конечной био­

массы. В более богатой питательными веществами среде 
стимулирующий эффект АТФ менее выражен." 

Культуры В . в и М Ш в И Р . виаУео1епв 

не способны развиваться в среде I . При росте в среде 2 
через 14 часов инкубирования в . в и Ь ­ ы Н в при добав­

лении АТФ дает прирост биомассы на 110% по сравнению с 

Таблица I 

Стимулирукди». эффект пуклеозидди­ и трифосфатов на 
выход биомассы Р . . иогеесвпв 310 в среде I 

на четвертый день инкубирования /6/ 



Стимулятор 

Лпиоост биомассы 

Стимулятор 
Сое да i цвела 2 

Стимулятор С/Т. 1 о рут. 14 аде час Стимулятор 
Г/л 1 * \ v/r.' % v/4 г/л * 1 

0.1% АТФ 1,2 171 1,52 160 0#16 103 1,12 115 
Д U С 0 

конц.ЮОчнм 0,7 100 1,01 100 0,15 100 
6 

0,97 100 

Очень эффективным оказалось добавление АТФ при 
культивировании актнномицетов А^1потусев рОДепв1е ' 

­ через 5 суток культивирования биомассы в среде 3 
с АТС на 218 % бельме биомассы в контрольной среде. 

Нами показан стимулирующий эффигг на рост микро­

организмов ряда фосфоразотистых соединений. Эти данные 
приведены на примере Р . а и а т е о 1 в п в как в синте­

тической среде I , так и в натуральной среде 2 ( Табли­

ца 3 ) . 
Из таблицы 3 видно, что все фосфоразотистые соеди­

нения стимулируют рост Р.яиаУво1епв в синте­

тической среде примерно на 115­13655 по сравнению с 
контсольной средой. Наибольший стимулиоующий эффект 
проявляет соединение Р^я^Нд ­ 136? . Возможно* что 
это связано с высокой дисперсностью данною соединег 
ния. В случае применения данного класса соединений в . 
натуральной среде ( среда 2) вое они оказывают пример­

но одинаковый стимулирующий эффект ­ 120­1233. Эти 
соединения не оказывали стимулирующего &ЙСТЕИЯ на 
рост бактерий В.аиЫШв, К.1ас«1со1иш, Р .г1иогевсвпа 

контрольной средой с Д1!С0, а через ¿4 часа ­ на 105*. 
Прирост биомассы F.Buaveolene в среде 2.на I I часу 
­ 0,43 г/л, что на 115 % больше биомассы ?. suave­

olena в контрольно;, среде ­ 0,37 г/л, а на 18 часу­

­ I I I « ( 1,14 г/л ) . 
Таблица 2 

Эффект стимуляции экзогенного АТС­ на рост 
M.lacticolum 



Стимулирующие эффект фосФоразотисты/ соединений на 
на рост Р.вшл^оЗвп» в спеде I ( на 4 сутки) 
и в среде 2 ( на 15 часу инкубации) 

I Среда 2 
Швах г/л 

%. • г/л d 
I ¡2 

СТИМУЛЯТОР I 2 3 4 

РЭ°5 : • 1,17 115 1,20 120 
РОЯ 1,25 123 1,10 123 

1,38 136 1,10 123 
р н н х >'•<*'.' - .'i-r w Ü " * * ' 1,10 123 

Среда без 
стимулятора 1,01 100 1,00 100 

" ­ " ­нет стимулирующего эффекта. 

Таким образом, на данных примерах.показан значитель­

ный стимулирующий эффект экзогенных нуклеозидди­ и три­

фосфатбв на прирост биомассы проверенных микроорганизмов 
В условиях эксперимента от 183 до 250 %. Установлен также 
заслуживающий внимания стимулирующий эффект (уосфоразотис­

тых соединений," хотя по сравнению с действием нуклеозид­

ди­ и трифосфатов он менее выражен ­ от 115 до 136?. 
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ЛГУ им.П. Стучки С Рига ) 

МЕТАБОЛИЗМ ЭКЗОГЕННЫХ ШРЖВДИНОВЫХ НУКЛйОЗИДОВ '' 
У ОБЫЧНЫХ И 5£ЗМИКР0БНЫХ МОРСКИХ СВИНОК 

Нуклеиновые кислбты и их ниэкомолекулярные компо­

ненты, входящие в состав пищевых продуктов растительно­

го и животного происхождения, в желудочно­кишечном трак­

те расщепляются и утилизируются под влиянием ферментов 
макроорганизма f l j и микроорганизмов [2] кишечника. 
Имеющиеся литературные данные по метаболизму экзогенных 
пиримидиновых нуклеозидов свидетельствуют, что интрапери­

тонально введенный цитидин [3] и урнцин .[4] являются ' 
предшественниками пиримидинов нуклеиновых кислот в тка­

нях млекопитающих. В литературе не найдены данные по 
влиянию микрофлоры желудочно­кишечного тракта на мета­

болизм экзогенных пиримидиновых нуклеозидов. Роль сум­

марной микрофлоры пищеварительного тракта в превращени­

ях перорально введенных пиримидиновых нуклеозидов ис­

следовалась в шстоящзй работе. 
В опытах использовались конвенциональные, имеющие 

нормальную желудочно­кишечную микрофлору, и безмикроб­

ные морские свинки, трехнедельного возраста. Исследуемые 
стерильные соединения ( уридик­2­C14 или цктидин­2­C14) 
вводили животным per, ов из расчета 10 мкКюри/100г 
веса животного. (Удельная радиоактивность нуклеозидов 
­ 2С 1 4 мкмКюри/мМ). Животных помещали в метаболичеокую 

камеру на 24 часа. Выдыхаемый углекислый газ улавливался 
при помощи моноэтаноламина в метиловом спирте [ 5 ] . Радио­

активность измерялась на счетчике intertechaique ­ 200. 
После эксперимента стерильным физиологическим раствором 
тонкий кишечник освобождали от содержимого, а печень ­

­ от крови. Для определения влияния желудЪчно­кишечной 
микрофлоры на включение перорально введенных нуклеози­

дов — 2 С 1 4 в' РНК и ДНК тканей печени и тонкого кишечни­
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кв испольавался метод Кейнела [ 6 ] , основанный на обра­

ботке гомогенатов тканей*растворами трихлорукоусной 
кислоты • щелочи разных концентраций. Продукты метабо­

лизма пирямндинов и в" мочи разделялись при помощи коло­

ночной и бумажной хроматографии [5] . ' 
В исследованиях перорально введешпх цитидина­

­2­С*.4 и уридина­2­С^4_ было уот­аноЕленс, что зелудочно­

кишечная, микрофлора мороких свинок играет важную роль 
в катаболизме этих нуклеоэидов,. Как показано в таблице 
I и таблице 2, у животных, имеющих нормальную желудоч­

но­кишечную микрофлору, до С 40ц деградирует статисти­

чески достоверно большее количество от введенного пири­

мидина, чем у безмикробных животных. 
Особенно выражено это после в;­едения цитидина­2­

С 1 4 . Динамика деградации экзогенных пиримидиновых сое­

динений, отраженная на рисунке I свидельствует, что у 
безмикробных животных половина выдыхаемого за 24 часа 
радиоактивного углекислого газа выделяется в течение 
более длительного срока ( Э часа ) , чем у животных, 
имеющих нормальную микрофлору. 

Таблица I 
Распределение радиоактивности в % через 24 

' часа после перорального введения уридина­

2­С* 4 у обычных и безмикробных морских 
овинок в количестве 25«10"5мМ/100 г веса (100?) 

Радиоактивность Животные о 
нормальной 

Безмякроб­ Достовер­

ные живот­'ность раз­

микрофлорой ные личий 

Выдыхаемый 2С**0г 49* 5 38­ 3 + 
Моча 12,2 * 2,1 18,4*1,8 + 
Тело животных 8,5 * 2,3 12,5*2,8 
Содержимое кишечного 

тракта ' 7 , 8 * 1 , 9 3,6*0,4 + 
Фекалии ' • 4,1 * 2,1 7,1*1,4 

Суммарно определено 81.6 80.6 

+ Различия достоверны при Р < 0.05 Сэ) 
­ Различия недостоверны 
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Рис.1. Динамика деградации пероралькэ введенного 
цитидина " 2 _ с 1 4 Д о 2С 1 4 о 2 у обычных и без­

' микробных морских свинок. 

Условные обозначения : —— обычные тавотные 
­ ­безмикробные тавотные 



Таблица 2 

Распределение радиоактивности в % через 24 
чаеа после перорального введения п:"гклина­

у обычных я безмикробных морских 
.свинок в количестве 25'10~эмЫ/Ц0г веса (100?) 

Радяоактявность Животные ( ! Безмккроб­ Достовер­

нормальной ные живот­ ность раз­

АИРПДйПРЛ?? ные личий 
Выдыхаемый 2­С 1 4 0 2 66* 4 56* 4 + 
Моча ' 9,2*1,6 16,8*1,1 + 
Тело животных 9,4*1,7 21,7*3,1 + 
Содержимое желудочно­

кишечного тракта 8,6*1,9 4.9*1,7 + 
Фекалии 3,1*1,9 9,6*2,3 

Суммарно установлено 96,3 89,2 

+ Различия достоверны при Р < 0,05 [9} 

Изучение анаболизма экзогенного цитидина­2­С14 и 
урндина­2­С*4 свидетельствует, что перорально введен­

ные доклеознды являются хорошими предшественниками 
нуклеиновых кислот в тканях кишечника и печени морских 
свинок. Эксперименты показали (Рио.2) , что наличие 
микрофлоры в желудочно­кишечном тракте у животных сни­

жает уровень включения цитидина в нуклеиновые кислоты 
тканей тонкой кишки и печени. Радиоактивность ДНК, вы­

деленной из тонкой кишки в расчете на I г тканей выше, 
чем радиоактивность ДНК печени. 

Изучая включение перорально введенного уридяна­

­2­С 1 4 в кислоторастворимую фракцию, РНК и ДНК^гканей 
печени и тонкой кишки у обеих групп животных,было вы­

яснено, что нуклеиновые кислоты тканей печени безмик­

робных животных (­на.1 г .веса тканей ) включается 
больше радиоактивного предшественника, по сравнению с 
обычными морскими свинками. В тонкой кишке это не на­

блюдалесь ( Рио.З). Из рисунка видно, что у животных 
с нормальной желудочно­кишечной микрофлорой в течение 
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Рис.2. Включение перорально введенного цитидияа­2­С 
в ткани печени и тонкой кишки у обычных и бея 
микробных морских свинок. 

Условные обозначения: 
1. Кислоторастворимая Е2) обычные «квотные 

_фракция тваяей ! ._ 
2. РНК тканей печени и I—I бсэмикробные га­

тонкого кишечника вотнке 
Р 3 . ДНК . ­ " ­



Рис.3 Включение перорельно введенного уридина -2-С 
в ткани печени и тонкого кишечника обычных и 
безмикробных морских свинок 

- Условные обозначения: 
1. Кислоторастворимая фракция тканей 
2. РНК тканей печени и тонкого Г7А обычные жи-

- - кишечника вотные 
3. ДНК - \ * - " - сгз беэмикробные 

— животные 



24 часов уридин­2­С включается в оостав нуклеиновых 
кислот тканей тонкой кишки в большем количестве, чем 
в состав нуклегоювых. кислот тканей печзкл. 

Изучая продукты метаболизма перорально введенного 
цитилина­2­Сг , в моче обычных и безмнкробпых кивотных 
было обнаружено, что наличие микрофлоры у животных вы­

зывает различия качественного характера. Из мочи без­

микробных и обычных морских свинок были выделены сле­

дующие радиоактивные соединения: уридик, уратл , цито­

аин, уреидопропионовая кислота, мочевина. На Рис.4 по­

казано, что у безмикробных животных выделяется больше 
цитозина­2­С*4 и ыочевины­2­С14, чем у животных с нор­

мальной микрофлорой. 
При изучении,, продуктов катаболчзма пероральиоее 

введенного уриднна­2­С в моче обычных и бевмикробних 
морских свинок были констатированы следующие радиоак­

тивные соединения: уридик, урацил, (3 ­уреидопропионо­

вая кислота и мочевина. Количество мочевины в моче без­

микробных животных было в среднем втрое больше, чем в 
моче обычных животных. 

Таким образом, в наших исследованиях выяснено, что 
желудочно­кишечная микрофлора в большей мере влияет на 
деградацию перорально введенных пиримидиновых нуклео­

зидов до низкомолекулярных веществ, в число которых 
входит радиоактивный углекислый газ . Объяснить повышен­

ный уровень включения меченных куклеозидов в нуклеино­

вые кислоты тканей печени безмикробных животных можно 
тем, что возможно, кишечная микрофишоа обычных живот­

ных быстрее деградирует нуклеоэиды перед их всасывани­

ем. 
Исследование катаболизма экзогенных пиримидиновых 

соединений показали, что в моче безмикробных животных 
повышено количество мочевины, по сравнению с обычными 
животными. Это косвенно подтверждает данные о том, что 
у безмикробных животных расщепления мочевины не проис­

ходит [7] . После введения цитидина в моче безмикробных 
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Рис. 4 Катаболиты цитипдна в моче после перорального 
введения нуклеозида обычным и безмикробным 
животным 

Условные обозначения: 
­ ­ I ­ цнтидин 4 ­ урацвл Ш ­ обычные тавотные 

2 ­ цитозач 5 ­ мочевина 
3 ­ уридин*­ 6 ­ Р уреидопропи­

оновая к­та • ­безмикробные жи­
вотные 



тавотных обнаруживается радиоактивный цитоэин. По види­

мому, в организме млекопитающих мо«в~ происходить д:— 
рябозидация цитядина до цитояпна, которым в организме . 
беаиикробнкч тавотных* не расщепляется в выделяется о 
мочой. Этим частично можно объяснить тот факт, что пос­

ле пероралького введения цитиджна­2­С^4 безмикробным жи­

вотным значительно меньшая часть введенного нуклеояида 
деградирует до 2С 1 4 0 г , по сравнению с конвенциональными 
животными, у которых микрофлора кишечника подвергает ци­

този'! дальнейшему расщеплению. 

Выводы 

1. аалудочно­кишзчная микрофлора влияет ка метаболизм 
перорально введенных пиримидиновых нуклеозидов, ус­

коряя их полную деградацию. 
2. У безкикробных животных анаболизируется большее ко­

личество от введенных пиримидиновых нуклеозидов, 
чем у обычных животных. 
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КАТАБОЛИЗМ АДЕНОЗИНА У КОНВаЩИОНАЛЬШХ 

И гаотоБкмогичжгких МОРСКИХ СВИНОК 

Б последнее время в литературе встречается много 
работ по метаболизму аденозина в различных органах и 
тканях организма, поскольку это соединение принимает 
активное участие в процессе энергетического обмена как 
предшественник ATí CU, в образовании цдМФ, в регуля­

ции коронарного тока крови [2 ] и других жизненно важ­

ных процессов. 
Пало известно о превращению, экзогенного адено­

зина в пищеварительном тракте. Имеются данные Nava r ro 
и L a r r a n a g a [3J о включении и метаболизме аденозина в 
ткани кишечника новорожденных и взрослых морских сви­

нок. В этой работе, однако, не уделяется внимания 
возможной роли микрофлоры, имеющей важное значение в 
превращениях пуриновых оснований в пищеварительном 
тракте млекопитающих [ 4 ] . В литературе не удалось 
найти данных о влиянии микрофлоры'желудочно­кишечного 
тракта на превращение экзогенного аденозина. Это сос­

тавило цель настоящей работы.' 

Методика 
Объектом исследования служили конвенциональные 

и гнотобиологические морские свинки 2­3 недельного 
возраста весом 100 ­ 170 г. Гнотобионты содержались на 
диете Л 6 [5J. Конвенциональные животные получили эту 
диету за неделю до опыта. Животным перорально вводили 
с помощью зонда 0,5 мл ( 10 мккюри ) растворао ­ С 1 4 ­

аденозина (Прага,ЧССР) с­ удельной активностью 446 
мккюри/ыЬ!. Чистота изотопа проверялась методами коло­

ночной и бумажной хроматографии. После перорального 
введения изотопа животных помещали в метаболическую 
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камеру и проводили опыт по ранее разработанной методи­

ке [63. В работе было использовано 5 конвенциональных 
и два гнотобиологических животных. 

О катаболизме аденозина судили по количеству 
G О 2 , выдыхаемому животными, и по накоплению продук­

тов, его дегра^ацин­в­моче­в течение 24 часов. Опреде­

лялось также распределение радиоактивности в желудочно­

кишечном тракте к в некоторых других тканях организма. 
Определение катаболитов в моче производилось с помощью 
ионообменной хроматографии на колонке с Sepl.adex G - 1 0 . 
DEAE C e l l u l o s e D 32 и бумажной хроматографией на 
РИ 17 (ГДР) в системах растворителей: изомасляная к­та: 
: 2В" ВН40Н ­ 34:66 , изопропанол : 25? нН40Н :вода ­

­ 7*3:1, втилацетат : ледяная уксусная к­та : вода ­

­ 3:1:1, а также по спектрам поглощения на specord 
OV vie . В таблицах представлены среднеарифметические 
данные, опытов. 

Результаты и их обсуждение 
После перорального введения и­С^­аденозина 

морским свинкам наблюдается выделение C^Og как у 
конвенциональных, так и у гнотобиологических животных. 
Более интенсивно накопление меченного углекислого газа 
происходит в первые 2 ­ 4 часа от начала опыта (табл.1) . 
Интересно отметить, что выделение С0 2 У конвенциональ­

ных и гнотобиологических животных происходит в почти 
одинаковой степени и через 24 часа у конвенциональных 
животных достигает 30? от общей введенной радиоактив­

ности, у гнотобионтов ­ около 20?. Отсутствие резких 
различий в выделении С 1 4 0 2 говорит о том, что в разло­

жении аденозина до углекислого газа основное значение 
имеют ферменты самого макроорганизма. В первую очередь­

аденозиндезаминп.за, участвующая на первой стадии ката­

болизма аденозина, превращая его в инозин. Так как у 
конвенциональных иивотных накопление С0 2 несколько вы­

ше, чем у гнотобионтов, можно сказать, что микроорга­

низмы желудочно­кишечного тракта незначительно ускоряют 
процесс катаболизма. 



Активность (в %) аденозина, превращенного в 0?*& 

Часы • Конвенц. яиЕотные Гнотобиол.тавотные 

0 ­ 1 5,03 0,58 
1 ­ 2 7,65 1,03 
2 ­ 3 4,09 2,66 
3 ­ 4 1,68 5,60 
4 ­ 5 1,36» 2,09 
5 ­ 5 1,15 1.02 
6 ­"7 1,04 1.50 
7 ­ 8 0,92 0,67 
8 ­ 2 4 5,85 5,15 

Всего 28,76 20,52 

Анализ мочи конвенциональных и гнотобиологических 
морских свинок показал (табл. 2 ) , что у обеих групп 
животных накапливаются одни и те же родукты деградации, 
в почти одинаковых количественных соотношениях. Исклю­

чением является аденин, найденный в небольшом количес­

тве только у конвенциональных животных.Присутствие оле­

нина в моче конвенциональных мороки." свинок можно объяс­

нить действием фермента нуклеозидфосфорилазы на расщеп­

ление аденозина. Поскольку у гнотобислтов аденин не был 
констатирован, можно сделать вывод, что за превращение 
аденозина в аденин ответственна микрофлора желудочно­

кишечного тракта конвенциональных животных. 
Остальное количество перорально введенного адено­

зина накапливается в организме морских овинок, составляя 
немного более 30 % от общей радиоактивности, введенной 

Таблица I 
Динамика выделения в тече.чие 24 часов 
после перорального введения 1С ыккаря (100?) 
П­С^4­ здёнозина "конвенциональным и гнотобиоло­

глческяк морским свинкам 
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о °­С ­аденсзином ( табл .3 ) , Из полученных данных видно, 
что включение аденозина в различные ткани организма поч­

ти одинаково у конвенциональных я гнотобиологических 
морских овинок. 

.... г— " Таблица 2 
Количество С^­метаболитов аденозина в моче 
конвенциональных и гнотобиологических морских 
свинок черев 24 часа после ^перорального введения 

т/ % от общего кол­ва С введенного 
С ­метаболиты в начале опыта 

конв.животные гнот.тавотные 

аденозин менее 0,3 менее 0',5 
инозин 13,56 

'+ 23,31 * 
аллантоин 10,66 
аденин • . 0,58 -гипокоантин 4,56 3,74 
ксантии._ менее 0,3 менее 0,5 
мочевая к­та менее 0,3 менее 0,5 

Воего 29,1 28,0 

Примечание: и ­ фракция инозина + аллантоина 
далее не разделялась; 

" ­ " ­ отсутствие катаболитов. 
Исследования по катаболизму аденозина у конвен­

циональных и гнотобиологических морских свинок показа­

ли, что основное значение в атом процессе имеют фер­

менты макроорганизма. Роль микрофлоры желудочно­кишеч­

ного тракта в раэлежении аденозина до С0 2 незначительна. 
Продукт деградации аденозина ­ аденин обнаружен только 
в моче конвенциональных морских свинок. 



Таблица 3 
Распределение £ 1 4 ­ соединений в различных 
органах конвенциональных и гнотобиологическиз 
морских свинок аерез 24 часа после перорального 
введения и­С14­аденозина (10,2 х 10° аргл) 

% от общего О 1 4 , вве­ арп/т сырого 
Органы денного в 

та 
начале опы­ веса 

конв. гнот. конв. гнот. 

желудок 2,28 0,61 0,03 0,03 
тонкая кишка • 2,28 6,86 0,02 0,08­

слепая + 12­
перстная кишка 13,01 1*,89 0,05 0,18 
толстая штпса 2,11 . 1,27 0,03 0,08 
прямая кишка 1,22 0,9 0,04 ­ 0,08 
печень 2,84 1,93 • 0,01 0,03 
почки 0,41 0.41 0,02 0,02 

Всего 35,27 34,87 

в Выводы 
1. Разложение аденозина до С02 У морских свинок 

происходит под воздействием ферментов макроорганизма 
животных. Роль микрофлоры кишечника в процессе разло­

жения незначительна. 
2. За превращение аденозина в аденин ответствен­

на микрофлора желудочно­кишечного тракта морских свинок. 
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