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Было показано, что активность МДГ из Beggiatoa alba, культивируемых в аэробных усло-
виях, повышается в 2,2 раза по сравнению с активностью МДГ из этих бактерий, культиви-
руемых в оптимальных микроаэробных условиях. С помощью электрофореза установлено
появление дополнительной изоформы у Beggiatoa alba, возникновение которой, вероятно,
связано с интенсификацией работы глиоксилатного цикла. Так, установлено, что активнос-
ти ключевых ферментов этого цикла (изоцитратлиазы и малатсинтазы) также возрастают.
Возможно, это связано с синтезом дополнительных полисахаридных слоев, которые защи-
щают Beggiatoa alba от кислородного стресса. У Beggiatoa leptomitiformis, обладающих бо-
лее мобильным типом метаболизма, не происходит возрастания активности ферментов и
синтез дополнительной изоформы.

Исследованию биохимических механизмов адап-
тации к меняющимся условиям окружающей среды
уделяется большое внимание. Ранее было показано,
что в поддержании гомеостаза у растений и живот-
ных важная роль принадлежит ферментным системам
и, в частности, малатдегидрогеназному комплексу. Для
кукурузы, пшеницы, ячменя, подвергшихся засоле-
нию, термическому стрессу установлен синтез новых
изоферментов МДГ /1/. Кроме того, пищевая депри-
вация приводит к появлению дополнительной изофор-
мы МДГ в гепатоцитах крыс /2/.
В связи с этим определенный интерес представля-

ет изучение адаптивной реакции на стресс у микро-
организмов, отличающихся несравнимо большей гиб-
костью метаболизма. Поэтому, ферментные регулятор-
ные механизмы у микробов играют более важную роль
и проявляются более отчетливо, чем у других живых
существ. Так, например, для бесцветных серобакте-
рий рода Beggiatoa губительны большие концентра-
ции кислорода, т.к. это ведет к накоплению перекиси
в периплазме /3,4/ из-за отсутствия каталазы. Однако,
эти микроорганизмы отличаются по основному типу
питания, в частности, способностью использовать
неодинаковые доноры электронов. Следовательно, не
исключается возможность различной ответной реак-
ции данных организмов на кислородный стресс.
Поэтому целью нашей работы было исследова-

ние влияния разных концентраций кислорода при
культивировании бактерий рода Beggiatoa, являю-
щихся микроаэрофилами.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Обьектами исследования служили нитчатые бес-

цветные серобактерии B. alba штамм DSM 1416 и B.
leptomitiformis штамм Д-402.

Для культивирования бактерий использовали пита-
тельную среду следующего состава (г/л): NaNO3-0,620;
NaH2PO4-0,125; CaCl2·2H2O-0,030; Na2SO4-0,500; KCl-
0,125; MgCl2·6HO-0,050; Na2S2O3-2,0; пептон-0,200; лак-
тат-0,200; дистиллированная вода; рН среды-7,6. Пос-
ле стерилизации (1атм.) к среде добавляли 10% раствор
NaHCO3-0,125 г/л. Перед посевом в среды вносили ра-
створ микроэлементов и витаминов – 1,0•10-3(г/л) /5/.
Суспензию клеток получали путем центрифугирования
культур при 8000 g в течение 20 мин. Клетки отмывали
0,05 М трис-HCl-буфером (pH 8,0).
Клеточные экстракты (гомогенат) получали разру-

шением бактериальных клеток с помощью ультразву-
кового дезинтегратора УЗДН-2Т при мощности 500 Вт
и частоте 22 кГц в течение 2 мин в ледяной бане. Су-
пернатант получали после центрифугирования клеточ-
ных экстрактов при 3000 g в течение 5 мин при 4ºС.
Создание микроаэробных условий в среде куль-

тивирования. Микроаэробные условия создавали пу-
тем продувания аргона через горячую среду культи-
вирования во флаконах, которые закрывались спе-
циальными резиновыми прокладками с накручива-
ющимися металлическими крышками, а затем вно-
сили 10% воздуха.
Активность МДГ определяли спектрофотометри-

чески при 340 нм по изменению оптической плот-
ности, в среде определенного состава /6/.
За единицу активности (ФЕ) принимали количество

фермента, катализирующего превращение 1 мкмоль
субстрата за 1 мин при 25ºС.
Определение общего белка проводили по методу

Лоури.
Сукцинатдегидрогеназу определяли феназинмета-

сульфатным методом при длине волны 600 нм. Ак-
тивность фумаратгидратазы определяли по увеличе-
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нию оптической плотности при 240 нм /7/. Аконитат-
гидратазу определяли при длине волны 240 нм. Изо-
цитратлиазу определяли при 324 нм в среде инкуби-
рования: 100 мМ трис-HCl, рН – 7,5; MgCl2·6H2O;
ЭДТА 0,08 мМ; изоцитрат К 3мМ; ДТТ 5мМ; фенил-
гидрозин HCl. Активность малатсинтазы измеряли
при 412 нм в среде: 100 мМ трис-HCl, рН – 8,1; DTNB
0,2 мМ; ацетил-CoА 0,1 мМ; глиоксилат 1,5 мМ /8/.
Электрофорез проводили по модифицированной

методике Дэвиса /9/. Для специфического проявле-
ния МДГ применяли тетразолиевый метод /10/.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе нашего исследования было показано, что

активность МДГ из бактерий B.alba, выращенных в
аэробных условиях, возрастает в 2,2 раза по сравне-
нию с активностью МДГ из этих бактерий, культиви-
руемых в оптимальных микроаэробных условиях.
Тогда как возрастание активности малатдегидрогена-
зы из B. leptomitiformis, выращенных при различных
концентрациях кислорода, не наблюдалось (табл. 1).
Интересно было установить, с чем связано уве-

личение активности?
С помощью электрофореза установлено появление

дополнительной изоформы у B.albа (рис. 1), возник-
новение которой, вероятно, связано с интенсификаци-
ей работы глиоксилатного цикла. Так, нами установ-
лено, что активности ключевых ферментов глиокси-
латного цикла из B.alba, выращенных в аэробных ус-
ловиях, возрастают (табл. 2).

 Мы предполагаем, что в стрессовых условиях,
ускоряется процесс утилизации поли-b-гидроксимас-
ляной кислоты за счет b-окисления и, далее, превра-
щение ацетил-СоА через глиоксилатный цикл с об-
разованием сукцината. Затем сукцинат превращает-
ся в отрезке цикла трикарбоновых кислот в оксалоа-
цетат и, далее, через обращенный гликолиз синтези-
руются полисахариды (рис. 2).
В аэробных условиях возрастание количества по-

лисахаридов, формирующих слизистые слои вокруг
клетки, служит защитой от проникновения кислоро-
да внутрь бактериальной клетки, как было показано

Условия культивирования Общая 
активность,ФЕ 

Белок, 
мг/мл 

Удельная активность, 
ФЕ/мг 

B.alba  
(микроаэробные условия) 10,593±0,21 123,5±2,5 0,086±0,002 

B.alba 
(аэробные условия) 13,145±0,26 69,3±1,3 0,189±0,003 

B.leptomitiformis 
(микроаэробные условия) 1,061±0,02 17,4±0,3 0,061±0,001 

B.leptomitiformis 
(аэробные условия) 0,923±0,01 13,1±0,2 0,070±0,0014 

Фермент Микроаэробные 
условия (мкмоль/л) 

Аэробные условия 
(мкмоль/л) 

малатдегидрогеназа 19,81 ± 0,396 43,58 ± 0,801 
сукцинатдегидрогеназа 0,10 ± 0,002 0,39 ± 0,007 
фумаратгидратаза 0,06 ± 0,0015 1,90 ± 0,038 
аконитатгидратаза 1,08 ± 0,002 0,51 ± 0,011 
изоцитратлиаза 1,02 ± 0,001 3,11 ± 0,061 
малатсинтаза 2,13 ± 0,041 4,14 ± 0,084 

Таблица 1
Влияние различных концентраций кислорода на активность МДГ из изучаемых объектов

Таблица 2
Активность некоторых ферментов ЦТК и глиоксилатного цикла из B.alba, культивируемых при различных

концентрациях кислорода

Рис. 1. Электрофореграмма МДГ на специфическое про-
явление из бактерий B.alba и B.leptomitiformis, выращен-
ных в разных условиях: 1. B.alba (микроаэробные);
2. B.alba (аэробные); 3. B.leptomitiformis (аэробные)
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для цианобактерий [11] и Spirillum winogradskii [12].
И это, возможно, позволяет микроорганизмам B.albа
адаптироваться к кислородному стрессу.

B. leptomitiformis имеют более мобильный тип
метаболизма. Эти бактерии могут использовать не-
органические доноры электронов, что позволяет им
существовать в нижних слоях данного биотопа [13].
И, вероятно, с этим связана более низкая активность
МДГ и отсутствие дополнительной изоформы в ус-
ловиях кислородного стресса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Клетка, как известно, располагает различными
системами защиты от повреждающего действия кис-
лорода, предполагающими ферментативную и нефер-
ментативную формы [14, 15]. В нашей работе удалось
выявить один из путей адаптивной реакции, проявля-

Рис. 2. Схема синтеза полисахаридов: 1) b-окисление;
2) глиоксилатный цикл; 3) отрезок ЦТК; 4) ФЕП-карбок-
сикиназа; 5) обращенный гликолиз

ющийся в синтезе дополнительной изоформы, кото-
рая принимает участие в глюконеогенезе. Мы пред-
полагаем, что интенсификация глюконеогенеза обес-
печивает возникновение полисахаридных слоев, ко-
торые защищают организм от кислородного стресса.
Т. о., полученные результаты показывают, что бес-

цветные серобактерии B.alba и B.leptomitiformis, от-
личающиеся по основному типу метаболизма, имеют
разную адаптивную реакцию на кислородный стресс.
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