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РЕГУЛЯЦИЯ ОБРАЗОВАНИЯ ФЕРМЕНТОВ КАТАБОЛИЗМА 

МЕТАНОЛА У МЕТАНОЛУСВАИВАЩИХ ДРОЖЖЕЙ 

PICHIA PINUS 

Т.О. Аламяэ, Я.А. Симискер 

Изучение метаболизма одноуглеродных соединений у микро­

организмов привлекало в течение последних десяти лет внима­

ние многих исследователей. Одной из причин такого интереса 

является то обстоятельство, что метилотрофные микроорганиз­

мы, особенно дрожжи, являются перспективнши агентами для 

промышленного производства белка из метанола. 

Обязательной предпосылкой для разработки оптимальных ре­

жимов культивирования микроорганизмов и селекций продуктив­

ных штаммов является выяснение общих закономерностей форми­

рования ферментативного аппарата использования энергетиче­

ского субстрата. 

Метаболитические пути использования метанола как источ­

ника энергии и углерода у дрожжей охарактеризованы весьма 
хорошо (Fujii, Tonomura, 1972; Tani et ai.,1972; Sahm,1977), 

но о биохимической и генетической регуляции образования фер­

ментов метаболизма метанола имеются только единичные сведе­

ния. Установлено, что переход дрожжей на использование мета­

нола сопровождается синтезом специфического набора ферментов, 

которые отсутствуют в клетках, растущих на средах с глюкозой 

и этанолом, или содержание; их в этих условиях низкое. Такими 

специфичньки ферментами являются ферменты, участвующие в 

окислении метанола - каталаза,алкогольоксидаза,формальдегид-

дегидрогеназа и формиатдегидрогеназа, а также ферменты, от­

вечающие за фиксацию формальдегида (Fujii, Tonomura, 1972; 

Tani et ai., 1972; Sahm et al., 1976; Yasuhara et al.,1976). 

Образование алкогольоксидазы, каталазы, формальдегидде-

гидрогеназы и формиатдегидрогеназы происходит как в присут­

ствии метанола, так и в присутствии продуктов его катаболиз­

ма - формальдегида и формиата (Sahm, 1977). Вызван ли такой 

характер синтеза этих ферментов общим регуляторным геном или 

нет,не известно. Наоборот,образование фермента (или фермен­

тов) .отвечающих за усвоение формальдегида,наблюдается только 

в присутствии метанола (van Dijken et al., 1978), что ука­

зывает на некоторые различия регуляции образования ферментов 



катаболизма метанола при переходе дрожжей от использования 
глюкозы на использование метанола определяется, по-видимому, 

в основном дерепрессией их синтеза. У Hansenula polymorphe 

показано, что алкогольоксид&чя, формальдегидцегидрогеназа и 

формиатдегидрогеназа образуется в стационарной фазе роста 

после расходования глюкозы без добавления в среду метанола 

(Eggeling, Sahm, 1978). Частичная активация этих ферментов 

происходит и на средах с сорбцтолом, глицеролом, ксилозой и 

рибозой (Eggeling, Sahm, 1978), но синтез киназы дигидрок-

сиацетона, фермента, связанного с усвоением формальдегида, 

происходит только на среде с метанолом и не активируется на 
среде с глицеролом (van Dijken et al.,1978).Следовательно, в 

регуляции синтеза ферментов метаболизма метанола могут учас­

твовать механизмы как дерепрессии, так и индукции. 

Вышеприведенные данные показывают, что синтез всех фер­

ментов катаболизма метанола активируется одними и теми же 

факторами. Но имеется ли для контроля образования этих фер­

ментов общий регуляторный ген или регуляция их образования 

осуществляется автономнши механизмами, реагирующими одина­

ково на общий фактор, не ясно. 

Для решения этого вопроса мы исследовали образования 

ферментов катаболизма метанола у девяти мутантов Pichia pi­

nus, потерявших способность расти на метаноле из-за дефект­

ности одного или нескольких генов, отвечающих за синтез фер­

ментов метаболизма метанола (мет-). Для сравнения мы изучали 

способность к образованию ферментов катаболизма метанола у 

четырех видов дрожжей, таксономически близких к метилотроф-

нм1, но не растущих на метаноле. 

Материал и методика 

Объектами исследования в настоящей работе явились дикий 

штамм Pichia pinus и девять его мутантов, полученных под 

действием ультрафиолетовых лучей. Мутанты были вьщелены и 

генетически охарактеризованы в ВНИИ Гидролиза растительного 

материала (Соом и др., 1977). Кроме вышеназванных штаммов, 

дополнительно изучали дрожжи Hansenula anomala, Candida uti-
lis, Pichia alroholophila 292, Pichia alroholophila 298, ко­

торые таксономически близкие к метанолусввивающим дрожжам,но 

не растут на метаноле. 
Дрожжи выращивали на среде следующего состава: вода дис­
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тиллированная - 1л,(NH^)SO^ - 5 г, КН2РО4 - I г, MgSO^-0,õr, 
NaOl - 0,1 г, глюкоза - 5 г с добавлением витаминов и мик­

роэлементов при постоянной аэрации путем продувания культур 

воздухом. Для аденинзависимых мутантов (тип 6С) добавляли 

аденин. В среде адаптации мутантов глюкоза была заменена ме­

танолом (1%). В среду адаптации в некоторых опытах добавляли 

2 мл дрожжевого аутолизата на один литр среды. В среде адап­
тации Hansenula anomale, Candida utilis, Pichia alroholo­

phila 292 и 298 концентрации метанола и формальдегида были 

100 мЫ и 3 мМ соответственно. Адаптация проводилась в тече­

ние 20 часов. 

Клетки, выделенные из культуральной жидкости центрифуги­
рованием при +2°С, промывали дважды в фосфатном буфере (pH 

7,2, 100 мМ). Промытые клетки разрушали прессом типа Hughes 

при -35°С. Неразрушенные клетки и клеточные осколки удаляли 

центрифугированием в течение 20 мин при 12000g +2°С. Для 

удаления возможных эндогенных субстратов ферментов бесклеточ­

ные экстракты пропускали через колонку сефадексом Г-15. Со­

держание белка в экстрактах определяли по Лоури (Lowry et 

al., 1951). 

В бесклеточных экстрактах определяли активности алко-

гольоксидазы (Fujii, Tonomura, 1975), каталазы (Bergmeyer, 

J970), формальдегидцегидрогеназы (Fujii, Tonomura, 1972) и 

формиатдегидрогеназы (Kato et al., 1974). Удельную актив­

ность ферментов выражали в микромолях прореагированного суб-

* страта в минуту на миллиграмм белка. 

Результаты и обсуждение 

Полученные данные (табл. I и 2) показывают, что у Мет" 

мутантов, по сравнению с дикими штаммами, одновременно по­

давлен синтез нескольких ферментов катаболизма метанола. Но, 

как правило, у мутантов не обнаруживается полного прекраще­

ния образования этих ферментов. 

Исключением в этом отношении является полное отсутствие 

активности формиатдегидрогеназы у мутантов 6С-20 и МН^-Ш 

(табл. I). По генетическим данным (Пуговкина, 1978), три из­

учаемых мутанта (6С-20, 6С-43, 6C-5I) потеряли способность 

расти на метаноле из-за дефектности только одного из генов, 

определяющего способность расти на метаноле. Причины одно­

временного подавления образования ферментов катаболизма ме­



танола у различных мутантов могут быть следующие. 

Во-первых, для регуляции синтеза всех ферментов катабо­

лизма метанола имеется один или несколько общих регуляторных 

генов. 

Во-вторых, синтез ферментов у мутантов подавлен из-за 

недостатка энергетического и строительного субстрата, а так­

же из-за возможного накапливания токсических продуктов окис­

ления метанола. 

Добавление в инкубационную среду дрожжевого аутолизата 

несколько ускоряло образование ферментов у мутантов, что го­

ворит в пользу второго предположения, но исключать полностью 

возможность общих регуляторных генов наши данные не позво­

ляют. Частичное подавление синтеза нескольких ферментов у 

мет" мутантов затрудняет точное установление дефектного ге­

на, определяющего биохимическую основу неспособности исполь­

зовать метанол в качестве единственного источника энергии и 

углерода. 

Наиболее определенные результаты получены в отношении 

мутантов 6С-20 и МН^-111 (табл. I), являющихся по данным ге­

нетического анализа (Нуговкина, I97Ö) аллельными. У обоих 

этих мутантов мы не обнаружили активности формиатдегидроге­

назы, что указывает на дефектность гена, отвечающего за син­

тез этого фермента. 

У мутантов 6С-50 и МН;-П0 (табл. I) не обнаружено до­

полнительного синтеза каталазы при адаптации клеток на среде 

с метанолом. Характер мутации, связанных с отсутствием син­

теза дополнительного количества каталазы, неизвестен.Возмож­

но, что за образование дополнительного количества каталазы 

при переходе клеток на использование метанола отвечают спе­

цифичный ген или система генов, не связанных с контролем 
синтеза каталазы при росте клеток на глюкозе. По данным ли­

тературы (Pachecka et sl., 1974; Rybka et al., 1976) синтез 

каталазы контролируется несколькими генами. 

Интересно, что у мутантов с подавленным синтезом катала­

зы наблюдается почти нормальное образование алкогольоксидазы 

(мутанты 6C-Õ0 и МН^-ИО), что указывает на автономность ре­
гуляторных механизмов их синтеза. На автономность регулятор­

ных механизмов синтеза этих двух ферментов указывают и неко­

торые литературные данные. Роггенкамп с сотр. (Boggenkamp et 

al., 1974) наблюдал синтез каталазы у алкогольоксидаз-да}>ект-



Т а б л и ц а  I  

Удельные активности алкогольоксидазы, формальдегддде гид рогеназы, формиатдегидро-

геназы (нм х мин-"'' х мг-*) и каталазы (мкм х мин- х Mr-*). Мет - метанол, глюк -

глюкоза, ДА - дрожжевой аутолизат, - активность отсутствовала, н.о. - не определяли 

0бъект Алкогольоксидаза rmmSsa Катадаза 

мет мет+ДА глюк мет глюк мет мет+ДА глюк мет глюк 

3213 н.о. 4,8 217 87 114 н.о. 6 1290 128 
мн4-ио 840 н.о. 8,6 103 78 19 н.о. - 43,1 48,7 
MH4-III 257 н.о. 15,9 133 100 - н.о. - 415 23,2 

^
 1 1 ы
 
о
 

С
О

 

64 н.о. - . 122 25 72 н.о. - 74,0 36,5 
6С 304 н.о. н.о. 76 5 60 н.о. - 130 107 
6С-20 0,737 28,9 6,2 18 21 - - - 176 102 
6С-23 н.о. 462 - 99 26 28 38 - 153 40,1 
6 С-43 35,3 н.о. 43,1 192 56 44 н.о. - 91,7 40,5 

6С-50 190 н.о. 5,0 154 62 29 н.о. - 77,7 148 

6C-5I 8,6 244 - 16 4 - 44 - 258 49,6 

6С-52 2,16 н.о. - 68 7 15 н.о. - 47,0 15,3 



Т а б л и ц а  2  

Удельные активности алкогольоксидазы, формалвдегиддегидрогеназы, формиатде­

гидрогеназы (нм х мин-* х мг-*) и каталазы (мкм х мин- х мг~*). Мет - мета­

нол, глюк - глюкоза, НСНО - формальдегид, - активность отсутствовала 

Объект Алкогольоксидаза 

мет НСНО глюк 

Формальдегид-
дегидрогеназа 

Формиатдегид-
рогеназа Каталаза 

мет НСНО глюк мет НСНО глюк мет НСНО глюк 

6,2 12,f 

II 16 

следы 8,5 следы 

1,8 -

71 

129 78,6 53,2 

78,9 47,6 16,9 

27,2 38,8 28,3 

44,9 26,5 31,2 



них мутантов. Ван Дикен с сотр. (van Dijken et al.,1976) по­

казал, что при низких скоростях роста дрожжей на метаноле 

синтез алкогольоксидазы происходит намного быстрее, чем ка­

талазы. 

В пользу автономной регуляции ферментов катаболизма ме­

танола говорят и результаты, полученные нами при исследова­

нии образования этих ферментов у дрожжей, не усваивающих 
метанол (табл. 2). У Hansenula anomale и Candida utilis при 

адаптации клеток на средах с метанолом и формальдегидом на­

блюдается образование каталазы и формиатдегидрогеназы при 

полном отсутствии синтеза других ферментов катаболизма ме­

танола . 

Наличие мутантов дефектных только по формиатдегидрогена-

зе и не растущих на метаноле (мутанты 6С-20 и ука­

зывает на то, что для роста дрожжей на метаноле необходим 

прямой путь окисления метанола до COg, поскольку дрожжи не 

могут использовать другие механизмы (цитратный цикл) для по­

лучения энергии. 

Заключение 

Исследовано образование ферментов катаболизма метанола 

у девяти мутантов Pichia pinus, потерявших способности рас­

ти на метаноле, и у четырех видов дрожжей, неусваивающих ме­

танол . 

Полученные результаты позволяют сделать следующие вы­

в о д ы .  

Во-первых, образование пероксисомных ферментов - алко­

гольоксидазы и каталазы - контролируется автономньв#и генети­

ческими механизмами. 
Во-вторых, для нормального роста дрожжей на среде с ме­

танолом необходим прямой путь окисления метанола до COg, и 

последняя не может быть заменена альтернатавндаи путями ис­
пользования метанола. 
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ЮВМАТ10Н OF METHAHOL-OUDlZIHG ENZYMES 

IH MBTHAHOL-ÜTILIZIHG YEAST PICHIA Р11ШБ 

 . . Alamäe, J.A. Simisker 

S u m m a r y  

Hine mutante of Picla pinus lacking the ability of 

methanol utilization and. four teconomically close to them 

yeast strains were examined enzymologically. Yeasts were 

grown up on glucose and adapted for 20 hours on methanol or 

formaldehyde. Before and after adaptation activities of al­

cohol oxidase, catalase, formaldenyde and formate dehydro­

genases were detected in cell-free extracts. On the basis 

of enzymologlcal data and genetical analyses some aspects 

of genetic control of methanol oxidation are discussed. 

Two mutants (6C-20, MH^-lll) had no activities of 

formate dehydrogenase. Since these mutants could not grow 

on methanol, it seems likely that the direct way of me­

thanol oxidation into COg is necessary for growth on metha­

nol. Inducible formation of catalase, according to our 

data, (mutants 60-43 and 6C-5O) seems not to be dependant 

on alcohol oxidase formation. 
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СЕЛЕКТИВНОСТЬ АУТОМГОЦИТОЗА ПОД ВЛИЯНИЕМ 

РАЗНЫХ АНТИМЕТАБОЛИТОВ 

Т.И. Вейдебаум, Ю.К. Кярнер 

Аутофагоцитоз наблюдается как в нормальных, так и пато­

логически измененных клетках ( de Duve, Wattiaux,l966). До 

сих пор остается неясным, какими факторами регулируется пог­

лощение отдельных клеточных компонентов. По мнению одних ав­

торов (Pfeifer, 1972 a,b» 1973), процесс сегрегации являет­
ся специфичным и в зависимости от условий разное соотношение 

органелл подвергается разложению. Другие же предполагают (de 

Duve, Wattiaux, 1966; Arstila et al. , 1972), ЧТО весь про­
цесс основывается на статистической случайности и не зависит 

от структурного и функционального состояния органелл. Для 

проверки справедливости представленных предположений, мы ниже 

сравниваем особенности аутофагоцитоза под влиянием нейтраль­

ного красного, актиномицина Д и колхицина, которые нарушают 

разные цепи клеточного метаболизма. 

Материал и методика 

Были изучены фибробластоподобные клетки первичных тка­

невых культур эмбриональной "кожно-мышечной ткани" курицы 
(методика культивации см. Кярнер, 1963).Колхицин (5 мкг/мл), 

актиномицин Д (0,5 мкг/мл)или нейтральный красный (5 мкг/мл) 

добавляется в питательную среду в латентной фазе развития 

культуры. Клетки наблюдались в течение 3 ч., через каждые 

0,5 ч. и 0,5 ч.после удаления антиметаболита. 

Для электронномикроскопического изучения культуры фикси­
ровались или по методике Гирша и Федорко (Hirsch, Pedorko, 

1968), или последовательно в глутаральдегиде и четырехокиси 
осмия забуференными какодилатом. Культуры заливались или в 

эпон или в смесь эпона и аральдита (Mollenhauer, 1964). 

Ультратонкие срезы изготовлялись на ультратоме ЛКБ-8800. 

Срезы окрашивались ацетатом уранила и цитратом свинца (Rey­

nolds, 1963) и просматривались в микроскопе УЭМВ-ЮОВ. 
^лектронограмма изучались морфометрически по Вейбелю 

(Weibel) 1569). для количественной оценки применяли тестовую 

сетку из 36 линии. Вычисляли относительные объем лизосом и 
подсчитали их количество в I мкм3 цитоплазмы. 
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Результаты исследований 

Ультраструктурные особенности изученных тканевых культур 

освещены в рамках ряда предыдущих работ (Кярнер, 1971; 1976; 

Вейдебаум, Кярнер, 1973). Из этих работ вытекает, что клетки 

в латентной фазе развития обладают большим количеством лизо-

сомальных структур, часть которых, несомненно, принадлежит к 

аутофагическому ряду. Аутофагосомы (мы используем терминоло­
гию de Duve, Wattiaux, 1966) окружены двумя мембранами и 

содержат цистерны шероховатой эндоплазматической сети и не­

многочисленные мелкие пузырьки. Сегрегация митоходрий явля­

ется редкостью. Имеются все переходные формы от аутофагосом 

с более менее интактными компонентами цитоплазмы до аутоли-

зосом. Последние представлены в виде светлых вакуолей с од­

ной окружающей мембраной, которые содержат разложенные ос­

татки цитоплазмы. Морфологические переходы показывают, что 

телолизосомы с плотным матриксом берут свое начало с аутоди-

зосом. 

Под влиянием нейтрального красного цистерны шероховатой 

эндоплазматической сети распадаются местами на мелкие пу­

зырьки, лишенные рибосом. Более крупные вакуоли с умеренной 

плотностью имеют, по-видимому, с пузырьками общее происхож­

дение . Свободные рибосомы распределяются неравномерно и об­

разуют локально скопления. Вокруг мелких пузырьков видны об­

лака аморфного вещества (рис. I). Именно очаги с мелкими пу­

зырьками, соединенные с ними облака электронноплотного веще­

ства и рибосомы в виде моносом оказываются в данном опыте 

главным объектом сегрегации. Аутофагосомы с более интактными 

компонентами цитоплазмы встречаются редко. 
Количество лизосом увеличивается почти в 2 раза уже пос­

ле 15-минутного окрашивания и в дальнейшем мало изменяется. 
Но относительный объем лизосом в начале опыта падает на 33)6, 
что указывает на мелкие их размеры. После трехчасового опы­

та относительный объем лизосом превышает уже 40% контрольный 

уровень. Существенные сдвиги наблюдаются и в долях отдельных 

форм аутофагического ряда в общем количестве лизосом. Так, 

доля аутофагосом постепенно падает (44% в контроле и 10% к 
концу 3-го ч. опыта), а доля аутолизосом повышается (16% в 

контроле и 41% после трехчасового опыта). Доля телолизосом 

изменяется мало, но следует отметить, что они укрупнены при 

более длительном окрашивании с витальным красителем. 
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Перевод клеток в "чистую* питательную среду вызывает 

увеличение доли аутофагосом (47%) и уменьшение доли телоли-

зосом (20%). Аутофагосомы содержат опять целые цистерны ше­

роховатой эндоплазматической сети. 

Актиномицин Д,как и нейтральный красный,вызывает увели­

чение общего количества лизосом. Главным материалом сегрега­

ции являются целые цистерны шероховатой эндоплазматической 

сети вместе с окружающей их основной цитоплазмой (рис. 2). 

Аутофагосомы сливаются с телолизосомами, в результате чего 

образуются тельца с весьма гетерогенным строением (рис. 3). 

Удаление из питательной среды актиномицина д после трех­

часового опыта влечет за собой дополнительный интенсивный 

аутофагоцитоз. Сегрегирование цистерны шероховатой эндо-

плазмотической сети располагаются в аутофагосомах концентри­

ческими кругами (рис. 4). Такие аутофагосомы тесно связаны с 

телолизосомами. 

Общее количество лизосом под воздействием колхицина па­

дает в течение 3 ч. на 31%,а их относительный объем - на 21%. 

В данной серии опытов нам не удалось проследить за типичны­

ми аутофагосомами с двумя окружающими мембранами и более ме­

нее интактным содержимым. Характерными структурами подопыт­

ных клеток следует считать крупные очаги в цитоплазме. Часть 

из них содержит главным образом мелкие пузырьки с плотной 

сердцевиной и частично окружена мембраной (рис. 5). Другие 

же представлены в виде скоплений липидных включений с рыхло 

расположенными миелоидными фигурами (рис. 5, 6). Цистерны 

шероховатой эндоплазматической сети и телолизосомы находятся 

с такими очагами в тесном контакте. 

При замене в тканевой культуре среды с колхицином чистой 

средой наблюдаются многочисленные мелкие телолизосомы с мие­

лоидными фигурами, доля таких структур достигает теперь 83% 

от общего количества лизосом. Наряду с этими образованиями 

видны и единичные аутофагосомы с цистернами шероховатой эн­

доплазматической сети и мелкими светлыми пузырьками. 

Обсуждение 

Как известно, актиномицин Д специфично блокирует в клет­

ках транскрипцию, а нейтральный красный, как и пуромицин, 

подавляет трансляцию (Зеленин, 1971). Эти антиметаболиты яв­

ляются стимуляторами аутофагоцитоза (Rodriguez, 1967; Ко-

3 
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vacs, 1968; 1972). В этом отношении разные яды трансляции 

обладают разным эффектом. Аутофагоцитоз вызывают лишь те ин­

гибиторы (например пуромицин, этионин), которые освобождают 

рибосомы от мембран эндоплазматической сети и разлагают по­

лирибосомы (Rez, Kovace, 1973; Kovacs, Rez, 1974). Другие 

же (например циклогексимид, эметин), хотя блокируют синтез 

белка, но не освобождают рибосомы от мембран и видимого 

аутофагоцитоза не обнаружено. 

Деградация шероховатой эндоплазматической сети осущест­

вляется двумя путями (Kovace, 1972): цистерны или распадают­

ся на мелкие гладкие пузырьки или подвергаются поглощению в 

интактном виде. 

Отложение нейтрального красного связано с первым типом 

разложения эндоплазматической сети. Вокруг пузырьков появля­

ются облака аморфного электронноплотного материала, что ха­

рактеризует переваривание микросом в лизосомах (Glaumann et 

al., 1975). Возможно, что такое поражение цитоплазмы свя­

зано с собственными гидролазами, которые высвобождаются из 

лизосом из-за лабилизации их мембран под влиянием нейтраль­

ного красного ( Baetoe. Moura Nunes,1967). Итак, в данном 

случае сегрегируют предварительно уже переваренные материа­
лы. Их поглощают путем экзотропии (термин Arstile et al., 

I971) и образуются аутофагические вакуоли типа 2 (Novikoff, 

1973; 1976). Это и является новообразованием очагов отложе­

ния основных прижизненных красителей, которое неоднократно 

описано и на уровне ультраструктур ( Byrne, 1964; Gregory, 

1968). 
В отличие от нейтрального красного аутофагосомы в опытах 

с актиномицином Д относятся к аутофагическим вакуолям типа I 

( Novikoff, 1973; 1976), которые содержат интактные цистерны 

шероховатой эндоплазматической сети. 
По литературным данным, антитубулины тоже являются сти­

муляторами аутофагоцитоза (Singh et al., 1974; Hirsimäki et 

al. , 1975; Kovace et al., 1975; Nevalainen,1975). В наших 

опытах с колхицином это не совсем так (см. тоже Вейдеба­

ум, Кярнер, 1976): количество лизосом падает и типичные 

аутофагосомы не удается идентифицировать. Следует учитывать 

и то, что наши данные не совсем совпадают с литературными. 

Большинство опытов проведено на целостном организме, а в ра­

боте по тканевой культуре ( Hirsimäki et al., 1975) исполь­

зованы винбластин и демекольцин. В целостном организме воз­
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действие фактора может осуществляться через гуморальные 

звенья, а влияние отдельных антитубулинов не совсем совпада­

ет (Duetin, 1978). 

В опытах с колхицином бросаются в глаза липидные образо­

вания. Мелкие пузырьки с плотной сердцевиной связывают с 

транспортом липидов и их количество увеличивается при нару­

шении транспорта от эндоплазматической сети к комплексу 

Гольджи (Aretila, Trump, 1972). Это хорошо согласуется с 

наблюдением, что под воздействием колхицина нарушается це­
лостность комплекса Гольдки (Вейдебаум, Кярнер, 1973; boh-

mander et al., 1976). Относительно других очагов следует 
указать на предположение, что колхицин осаждает из мембран 

липидный компонент (Hlreimäki et al., 1975). 
Причиной отсутствия поглощения поврежденных участков ци­

топлазмы может быть недостаток окружающей мембраны. Ее глав­

ным источником считают эндомембранную систему (Arntila, 

Trump, 1968; EricBBon, 1969 a,b), но по нашим морфометриче-

ским данным (Вейдебаум, Кярнер, 1978) относительный объем 

эндомембранной системы в трехчасовом опыте с колхицином 

уменьшается на 21%. Хотя вц1Т0плазме некоторые цистерны эн­

доплазматической сети наблюдаются, но не все они способны к 
образованию аутофагосом (Aretila et al., 1972). 

Другим важным источником окружающей мембраны новых лизо­

сом считают предсуществующие ' телолизосомы (Deter et al.„ 

1967; Goldfiseher et al., 1970; Nunez, Becker, 1970; Salto, 
Ogawa, 1974). Их доля при резком увеличении количества ауто­
фагосом при замене питательной среды падает. Это, конечно, 

может быть связано с более интенсивным выбрасыванием телоли-

зосом из клетки (Kerr, 1970; 1973), но не исключено и их 

повторное включение в пищеварительные процессы. 

Итак, нашими наблюдениями подтверждается предположение 

Пфейфера (Pfeifer, 1972 а,Ъ; 1973) о качественной регуляции 

аутофагоцитоза. Именно поврежденные компоненты цитоплазмы 

подвергаются поглощению, но это лишь в том случае, если со­

хранены соответствующие механизмы. Аутофагоцитозу может 

предшествовать очаговая деградация цитоплазмы ( Hurban et 

al., 1963). Прямое разложение органелл в цитоплазме является 

одним из доказательств того, что аутофагоцитоз является не 

единственным способом их круговорота в клетке (Arstila et 

al. , 1971; Pfeifer,Guder, 1975). 
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Заключение 

Добавление нейтрального красного (5 мкг/мл) или актино-

мицина Д (0,5 мкг/мл) в питательную среду вызывало увели­

чение общего количества лизосом, а добавление колхицина 

(5 мкг/мл) - уменьшение. 3 опытах с нейтральным красным ше­

роховатая эндоплазматическая сеть распадается очагами на 

мелкие пузырьки и облака аморфного электронноплотного веще­

ства, а при колхицине вместо цистерн скопляются липидные 

включения с миелоидными фигурами. В первом случае очаги под­

вергаются сегрегации, а во втором аутофагоцитоз подавлен. 3 

опытах с актиномицином Д поглощаются целые цистерны эндо­
плазматической сети. Итак, подтверждается гипотеза Пфейфера 

о качественной регуляции аутофагоцитоза. Очевидно и то,что 

аутофагоцитоз не является единственным механизмом круговоро­
та органелл, а часть из них разлагается в цитоплазме без 

сегрегации. 
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SELECTIVITY OP AUTOPHAGOCYTOSIS UNDER THE 

IHPLUSHCB OP DIPPBRE8T ANTIMETABOLITES 

T.J. Veidebaum, J. Karner 

S u m m a r y  

After the administration of neutral red (5 pg/ml) or 

actinoayoin D (0.5 fig/al) into nutritive mediue of primary 

tissue culture there ia a remarkable increase of fibro­

blast1 -lysosome s during the first 3 hours. Under the in­

fluence of neutral red ciaternae of granular endoplasmic 

reticulum locally fall into email vesicles and clusters of 

electron-dense amorphous material, which can be seen in 

autolysosomes. Actinomycin D causes a segregation of in­

tact ciaternae of endoplasmic reticulum. Colchicine-treated 

(5 |ig/al) fibroblast' cytoplasm contain» large amounts of 

lipids with myeloid figures. Autophagocytosis is now seem­

ingly inhibited, and the number of lysosomes decreases. 

Some probable reasons and mechanisms of antimetabolites'™ 

induced alterations are discussed. 
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О КАРИОТИПИЧЕСКОЙ ДИФ$ЕРЕНЦИРОВКЕ КАЛЛУСНЫХ 

КЛЕТОК В ДЛИТЕЛЬНОМ КУЛЬТУРЕ 

Х.И. Каллак 

Дифференцировка растительных клеток в онтогенезе прояв­

ляется не только в определенных структурно-функциональных 

изменениях цитоплазмы, но и в соответствующих изменениях 

хромосомных наборов. Об этом свидетельствуют явления поли­

плоидии и политении, обнаруженные во многих дифференцирован­

ных клетках растении (Tschermak-Woess. 1956; D'Amato, 1964; 

(leitler, 1965;Partanen,1965; Reese, 1973; Sen, 1973; Nagi, 

1976). Кариотипическая изменчивость характерна и раститель­

ным клеткам in vitro, причем обычно повышенная, по сравне­

нию с той же у исходных тканей in vivo. Хотя некоторые ис­

следователи считают кариотипическую изменчивость раститель­

ных культур тканей хаотическим явлением, в последнее время 

все больше внимания уделяют проявлению определенных тенден­

ций в изменениях хромосомных наборов у длительно пассируемых 

культур. Описывают сформирование каллусных штаммов с более 

или менее постоянным модальным кариотипом. Кариотипическую 

дифференцировку каллусных штаммов связывают с условиями вы­

ращивания, прежде всего с селектирующим действием питатель­

ной среды (Малюк и др., 197э; Кунах, Алпатова, ii?79; Тоггеу, 
1961; Venketeswaran, Spiess, 1963; Shamina, Fro1ova, 1974; 

Singh et al., 1975; Semen, Hlasnikova, 1977). Предполага­

ется также, что поведение ядер растительных клеток in vitro 

отражает их потенции in vivo (Кунах, 1971; Partenen, 1963; 

D'Amato, 1964; Shimada, Tabata, 19b7; Torrey,1967; Salmia, 

1974). Следовательно, различные тенденции, обнаруженные в 

кариотипической изменчивости культур тканей, объясняются 

соответствующими различиями у исходных тканей. 

Однако некоторые литературные данные и проведенные нами 

исследования свидетельствуют о возможности кариотипическои 

ди*$)еренцировки длительных каллусных культур независимо от 
кариотипическкх особенностей эксплантатов и селектирующего 

действия питательной среды 1оосимович и др., IS;72; Каллак, 
лрвекюльг, i9õü; Кунах и др., 197с; Кунах и др., аь»79; But­
cher et el.. 1975; Kallak, Järvekülg, L977). для изучения 

спонтанной кариотипической дифференцировки культур расти­



тельных тканей, имеющих общее происхождение и постоянно вы­

ращиваемых в одинаковых условиях, проведено мало исследова­

ний. К тому же большинство из них страдает недостаточностью 

экспериментального материала и/или кратковременностью куль­
тивирования. 

Целью этой работы является представление данных о карио­

типической дифференцировке некоторых каллусных штаммов, вы­

ращенных в условиях культуры в течение 7-10 лет. 

материал и методика 

Объектом исследований служили каллусные культуры гапло-
паппуса (Haplopappus gracilis (Nutt.) Gray), гороха, (pisum 

sativum L.) и креписа (Crepie capillaris IL.) Wallr. Кал­

лус гаплопаппуса был изолирован от стеблевых сегментов про­

ростков и культивирован в течение 9,5 лет на агаровой пита­

тельной среде по Мурасиге и Скугу (Murashige, Skoog, 1962) 

со следующими добавками (мг/л): аденин (1,0), 2,4-д (1,0), 

гидролкзат казеина (1000), витамин (0,4). Каллус гороха 

был изолирован от семядолей и культивирован до b лет на 

агаровой питательной среде по Торри со следующими добавками 

(мг/л): аденин (0,25), 2,4-Д (1,0),гидролизат казеина (500), 

витамины по Уайту. Каллус креписа изолировали от стеблевых 

тканей проростков и выращивали в течение 7 лет на агаровой 

среде по Мурасиге и Скугу с добавками (мг-л): аденин (1,0), 

2,4-д (1,0), гидролизат казеина (500), М-инозит (100) и ви­

тамины по Уайту. Все культуры выращивались в темноте при 
температуре <;о-27°. 

Для цитогенетичееких исследований каллусную ткань фикси­

ровали смесью этилового спирта и ледяной уксусной кислоты 

(3:1) л приготовляли давленые препараты в ацеторсеине. 

данные обработаны статистически. У5%-ные доверительные 

граница найдены при помощи арксин-преобразования Фишера. 

Результаты исследований 

Для характеристики кариотипической дифферещировки куль­

тур гаплопаппуса исследовали три штамма, имеющих общее про­

исхождение, но различающихся друг от друга по интенсивности 

роста, компактности ткани и особенностям пигментации: 
I) штамм А - интенсивно растущая (с митотическим индек­

сом дс ЮМ) гомогенная плотная ткань бледного (почти белого) 
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цвета, сохраняющая названные свойства в течение 5,5-летнего 

культивирования на среде по Мурасиге и Скугу; 

2) штамм В - относительно хорошо растущая (с митотиче-

ским индексом 2-5%) мягкая ткань светложелтого цвета, отде­

лившаяся от штамма А после 4-летнего культивирования; 

3) штамм С - медленно растущая хрупкая желтая ткань, от­

делившаяся от штамма А после 4-летнего, культивирования. 

В делящихся клетках штамма А и отдифференцированных от 

него штаммов В и С определили количество хромосом и устано­

вили частоту аберративных ана- и телофаз. Результаты количе­

ственного анализа получены от просмотра ЗОО-оОО метафаз и 

стольких же ана- и телофаз для каждой точки фиксации. 

На рисунке I представлены данные о хромосомных наборах 

делящихся клеток у исходного штамма А в 52-ом пассаже. К 

этому времени в каллусном штамме А практически отсутствовали 

диплоидные клетки (2п= 4) и в миксоплоидной ткани преобла­

дали клетки с хромосомными наборами 12-15 (30%) и 16-20 

(43%). Штамм А отличался большим варьирующим количеством 

аберративных ана- и телофаз, свидетельствующих о нарушениях 

в репродукции и распределении хромосом. В 50-ом пассаже про­

цент аберративных ана- и телофаз составлял около 50, в 52-ом 

пассаже около 30. 

Цитогенетический анализ штаммов В и С выявил также мик-

соплоидный состав делящихся клеток (рис. I). Однако соот­

ношение разноплоидных метафаз у этих каллусных штаммов в 

44/45-ых пассажах оказалось разным. В штамме В не было четко 

выраженного модального числа хромосом, но в штамме С в это 

время явно преобладали клетки с хоромосомными наборами 8-

-II (38%) и 12-15 (48%). Высокоплоидные метафазы с более чем 

20 хромосомами составляли около 20 процентов в штамме В, но 
их количество не превышало 2-3 процентов в штамме С. 

Исследование хромосомных наборов делящихся клеток у 

штаммов В и С в некоторых следующих пассажах выявило сдвиги 

в соотношении их разноплоидных клеток, в результате которого 

оба штамма как бы приблизились друг к другу. В обоих штаммах 

модальное число хромосом равнялось 12-15, причем соотношение 

метафаз с остальными уровнями плоидности оказалось также 

сходным. Соотношение разноплоидных клеток, характерное штам­

мам В и С в 53-56 пассажах, значительно отличалось от того 

же в штамме А. 

По частоте аберративных ана- и телофаз штаммы гаплопап-
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пуса А, В и С достоверно отличались друг от друга в начале 

исследовательского периода (т.е. в 47/50-ых пассажах), но 

становились сходными по мере дальнейшего культивирования 
(рис. 2 ) .  

Исследование каллусных культур гороха, изолированных от 

семядолей и длительно культивируемых в одинаковых условиях, 

показало, что в каллусе гороха также происходит дифференци-

ровка, ведущая к формированию определенных штаммов. По внеш­

ней морсологии и пигментации каллусные культуры гороха раз­
деляются на два основных типа: 

1) хрупкий каллус буровато-желтого или бурого цветов с 
бугорчатым типом роста; 

2) плотный подушзчно-видный каллус с бархатистой поверх­

ностью беловатого или бежевого цветов (рис. 5). 

Микротомные срезы показали, что бугорчатый каллус имеет 

относительно гомогенную гистологическую структуру. Основную 

массу каллусной ткани составляют слабо связанные друг с дру­

гом паренхиматические клетки, среди которых встречаются от­

дельные элементы древесины и очаги клеток меристематического 

типа. Внутренняя часть подушечного каллуса сильно одревес­

невшая, местами элементы древесины проникают до самой по­

верхности каллуса. Паренхиматических клеток относительно ма­

ло и митотическая активность свойственна только тонкому слою 

меристематических клеток на поверхности каллуса, придающему 

последней бархатистый вид. 

Результаты кариологического изучения некоторых каллусных 

штаммов обоих типов представлены на рисунках 4 и 5. Средние 

данные для каждого пассажа получены учетом 400-1000 метафаз 

или ана-телофаз. Самый детальный анализ проведен на каллус-

ном штамме бугорчатого типа, растущем в культуре уже 14 лет 

и обозначаемом нами буквой А. В данной работе представлены 

данные, полученные от цитогенетического анализа некото­

рых субкультур (пассажей) этого штамма до 8-летнего культи­

вирования. Из-за трудностей четкого определения числа хромо­

сом в полиплоидных клетках анэуплоидные клетки отнесены к 
клеткам с ближайшей степенью эуплоидии (2х, Зх, 4х и > 4х). 
На гистограмме (рис. 4) можно увидеть, что в течение культи­

вирования в делящихся клетках штамма А произошло изменение 
числа хромосом в определенном направлении. В преобладающем 

оольшинстве диплоидный (2п = 14) каллус гороха со временем 

превратился в триплоидную ткань. Более детальный анализ ме-
тафазных наборов показал, что модальное число хромосом не 
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является точно триплоидным, а гипертриплоидным. В каллусе 

преобладают метафазы с хромосомным набором 23 (рис. 6). 

Анализ ана- и телофаз в последующих пассажах штамма А 

выявил определенную тенденцию и в динамике аберретивных ана-

и телофаз с мостами, фрагментами или отставшими хромосомами 

(рис. 5). В течение культивирования до 4 лет произошло уве­

личение количества нарушенных ана- и телофаз от 9 до 49 про­

центов. Затем количество аберретивных ана- и телофаз стало 

уменьшаться, хотя не линеарно. После 7-летнего культивирова­

ния частота аберративных ана- и телофаз в штамме А оказалась 

такой же, как в первых пассажах культуры, т.е. <•* 10%. 
На рисунке 4 представлены также некоторые данные о сте­

пени плоидности каллусных культур подушечного типа (М2, Е^7, 

Е^). Можно заметить, что исследованные штаммы, а также пас­

сажи одного штамма отличаются друг от друга по соотношению 

разноплоидных клеток. Полученные данные пока недостаточны 

для более общих выводов и позволяют утверждать только то, 

что этим культурам характерен миксоплоидный состав делящихся 

клеток. 

В то же время нельзя связывать миксоплоидию с одним по­

душечным типом роста у каллусных культур гороха. Об этом 

свидетельствуют результаты, полученные от цитогенетического 

исследования штамма бугорчатого типа В (рис. 4). Семилетняя 

культура этого штамма оказалась настоящей миксоплоидной 

тканью без модального числа хромосом. Следовательно, карио-

типические особенности делящихся клеток не обязательно свя­

зываются с внешними особенностями (типом роста и пигмента­

ции), являвшимися основой при разделении каллусных культур 

гороха на штаммы бугорчатого и подушечного типов. 

Каллусные культуры креписа в данной работе представлены 

двумя штаммами, происходящими от стеблевых тканей проростков 

и выращенными в одинаковых условиях, но изолированных от 
соответствующих экслпантатов в разное время. 

Каллус штамма А изолирован от проростков около года тому 

назад. Это плотная ткань серовато-бурого цвета, которая на 

вид напоминает подушечные штаммы каллуса гороха. Внутренняя 

часть каллуса у этого штамма сильно одревесневшая и элементы 

древесины обнаруживаются также в самых верхних слоях каллу­

са, рядом с делящимися клетками меристематического типа. 

Каллус штамма Г изолирован от проростков креписа 7 лет 

назад.в первых пассажах культивирования этот штамм был также 
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сходен с плотным подушечным каллусом гороха, но со време­

нем превратился в рыхлую светлую ткань без элементов древе­

сины, напоминая каллус гаплопаппуса, 

Результаты цитогенетического исследования штамма Г до 

4,5-летнего культивирования (т.е. дс 35-го пассажа) нами уже 

опубликованы (Каллак, Ваппер, 1979), Дальнейшее исследование 

хромосомных наборов штамма. Г в течение 2,5 лет не выявило 

заметных изменений в модальном нариотипе, характерном для 

этого штамма несколько лет (рис. 7), Среди делящихся клеток 

штамма Г по-прежнему преобладают анцуплоидные клетки с 7 

хромосомами, из которых одна яаляетг*. аберративной (рис. 6). 

В штамме почти отсутствуют диплоидные клетки (2х - 6), а ко­

личество полиплоидных клетс колеблется в пределах 10-15 
процентов. 

Значимых отклонений по сравнению с предыдущими данными 

не отмечено и в частоте ойррратиаакх ана- и телофаз (рис. 9). 

Ана- и телофазы с мостин&ья, фрагментами и отставшими хро­

мосомами составляют всего 5-9Х. 
Получение кариоткпкчесху постоянного каллуснего штамма 

Г подняло вопрос о возможности повторного образования такого 

штамма от тех же эксплантатов и при выращивании в тех самых 

условиях. Именно этой цели служило цитогенетическое исследо­

вание штамма А, на вид напоминающего первые пассажи штам­

ма Г. 
Пока проанализирован данные, полученные в результате 

анализа 8-го пассажа »той каалусной культуры, выращенной in 

vitro в течение одного года. Подсчет хромосом в делящихся 

клетках показал, что 80-90 процентов из них полиплоидные с 

хромосомным набором 12 и более чем 12 (рис. 10). Диплоидные 

клетки пракпкасй?.^ отсутствуют, их доля не превышает 2-У 

процентов. 
В полиплоидных наборах нередко встречаются аберративные 

хромосомы с измененной структурой. Количество аберративных 

ана- и телофаз о восьмом пассаже штамма А достигает до 30-40 

процентов. 
Итас, лавирование и выращивание изолированной канлусной 

культуры креписа in vitro ведет вначале к заметным измене­
ниям к 'тесле и структуре хромосом. В обоих исследованных на­

ми вгаьмшх и первых пассажах гфеобладали полиплоидные клетки 

(4х /. > 4х). Однако если у штамма Г полиплоидные клетки 

были характерны только для самых первых пассажей и в восьмом 
паос&ье их количество падало до 15-18 процентов, то у штам­



ма А восьмой пассаж еще полностью полиплоидный. Дальнейшее 

исследование хромосомных наборов штамма А покажет, насколько 

его кариотипическая дифференцировка сравнима с той же у 

штамма Г. 

Обсуждение 

Наши многолетние исследования показывают, что в кариоти­

пической изменчивости длительных каллусных культур могут 

проявляться определенные тенденции и сформироваться штаммы с 

модальным хромосомным набором, отличающимся от такого же в 

клетках эксплантата. В кариотипической дифференцировке кал­

лусных штаммов выявляются разные направления. Одним культу­

рам характерно увеличение степени плоидности делящихся кле­

ток, в других культурах модальным остается (или становится) 

диплоидный (или близкий ему анэуплоидный) набор хромосом. В 

некоторых случаях модальный кариотип проявляется уже в самых 
первых пассажах каллусной культуры и сохраняется при даль­

нейших пересадках, в других случаях модальный хромосомный 

набор образуется постепенно, в течение длительного выращива­

ния in vitro. Возможно и изменение модального кариотипа, 

оказавшегося постоянным в течение многолетнего культивирова­

ния (штамм А каллуса гороха). В сформированном каллуеном 

штамме могут преобладать клетки с определенным числом хромо­

сом (штамм Г каллуса креписа), но кариотипическая стабилиза­

ция может проявиться и в виде более или менее постоянного 

соотношения разноплоидных клеток (штаммы гаплопаппуса). Из 

цитогенетического анализа некоторых каллусных штаммов горо­

ха (А) и креписа (Г) следует, что преобладающими могут стать 

клетки с анэуплоидным числом хромосом. К тому же в составе 

модального кариотипа могут встречаться хромосомы со струк­

турными аберрациями. 

При обсуждении возможных причин и факторов кариотипиче­
ской дифференцировки исследованных каллусных культур необхо­

димо различать два явления: происхождение (источник) карио­
типической изменчивости каллусных клеток и формирование кал­

лусных штаммов с определенным модальным кариотипом. 

Хромосомной изменчивости растительных клеток в культуре 

посвящено немало исследовании, однако конкретные механизмы 

и факторы действия этого явления далеко не ясны. В принципе 

у кариотипической изменчивости каллусных клеток два источни­

ка: проявление in vitro гетероплоидного состояния клеток, 



не деляющихся in vivo, или возникновение гетероплоидии в 

условиях культуры. В первом случае кариотипическая гетеро­

генность объясняется соответствующей гетерогенностью клеток 

эксплантата, не проявляющейся в интактном организме. Резуль­

таты наших исследований не позволяют выделить определяющую 

роль исходных тканей в кариотипической дифференцировке кал­

лусных культур. Так, каллусныи штамм А, изолированный от по­

лисоматического вида гороха возник и остался диплоидным в 

течение нескольких лет, а оба каллусные штамма от неполисо-

матического вида креписа проявили именно в первых пассажах, 

наибольший размах полиплоидии. Следовательно, приходится 

учитывать и возникновение кариотипической гетерогенности 

каллусных клеток в условиях культуры. На основе наших иссле­

дований нельзя сделать определенных выводов о механизмах 

возникновения хромосомной изменчивости в одних или других 

случаях, но можно предполагать, что таких механизмов не­

сколько. Наряду с эндоредулликацией действуют, вероятно, и 

такие механизмы, как К-митоз и другие нарушения сегрегации, 

особенно в полиплоидных клетках. Нельзя упускать из виду 

возможность слияния хромосомных наборов в многоядерных клет­

ках, на что указывают некоторые исследователи (Sunderland, 

1973; D'Ameto, 1977; Gupta, Molner, 1979). 

Какими бы ни были механизмы возникновения гетерогенных 

хромосомных наборов в каллусных клетках, ими еще не объясня­

ются проявление определенных тенденций в кариотипических из­

менениях каллусных культур и формирование соответствующих 

штаммов. При образовании кариотипических штаммов должны дей­

ствовать и какие-то факторы на уровне каллуса как системы 

клеток, способствующие делению клеток с определенным карио-

типом. К числу таких факторов, несомненно, относятся компо­

ненты среды и другие условия культивирования, как об этом 

уже упоминалось в введении данной работы. Однако селектирую­

щую роль различных внешних в отношении самой культуры усло­
вий нельзя считать исчерпывающей при формировании кариотипи­

ческих штаммов. Об e-том свидетельствует возможность получе­

ния кариотипически разных штаммов при выращивании каллусных 

культур одного происхождения на одной и той же среде. Можно 

предполагать,что кроме условий культивирования (среда и др.) 

действуют еще какие-то внутрикаллусные факторы, от которых 
зависит клеточный состав штамма. Такими внутренними фактора-
ми могут быть соотношения, слагающиеся между каллусными 
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клетками в длительных культурах и определяющие или ограничи­

вающие возможности клеток к росту и развитию. Вернее, усло­

вия культивирования действуют через межклеточные соотноше­

ния, вследствие чего одни и те же внешние условия могут 

иметь разные эффекты. В данном случае под воздействием одних 

и тех же условий культивирования могут сформироваться разные 

кариотипические штаммы. Процесс формирования таких штаммов 

из каллусной культуры, выращиваемой в одинаковых условиях и 

имеющей общее происхождение, можно рассматривать как один 

способ дифференцировки растительных клеток in vitro , явля­

ющийся результатом совместного действия внешних и внутренних 

факторов. 

Выводы 

1. В длительных каллусных культурах гаплопаппуса, гороха 

и креписа проявляются определенные тенденции кариотипической 

изменчивости и формируются штаммы с модальными хромосомными 

наборами или определенными соотношениями разноплоидных кле­

ток, отличающимися от таких же у исходных тканей. 

2. Кариотипическая гетерогенность каллусных клеток, яв­

ляющаяся основной для формирования кариотипических штаммов, 

может быть результатом эндоредупликации, а также нарушений 

сегрегации и слияния ядер в каллусных клетках; в установле­

нии и стабилизации каллусных штаммов с определенными карио-

типами действуют какие-то факторы отбора. 

3. Дифференцировка разных кариотипических штаммов в кал­

лусной культуре, имеющей общее происхождение и выращиваемой 

в одинаковых постоянных условиях, свидетельствует об опреде­

ляющей роли межклеточных соотношений как факторов отбора при 

формировании атих штаммов. 
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ON КАВТОТГР1С DIFFERENTIATION OF CALLUS CELLS 

IN LONG-TERM СÜLTOHE 

H. Kallak 

S u a m а г у 

The callus cultures Isolated from the cotyledons of 

Pisum sativum and plantlets of Crepis capillaris and Haplo­

pappue gracilis and subcultured in vitro up to 7-10 years 

were examined cytologically.The metaphase as well anaphase 

analyses revealed some definite tendencies in the karyo-

typic variability of prolonged callus cultures. Either an 

increase or a decrease in the chromosome number of callus 

cells could be observed. The pea callus strain which up to 

3.5 year cultivation contained predominantly diploid 

(2x = 14) cells became subsequently a hypertriploid (2n=23) 

one, whereas the originally polyploid ( ̂ 1- ) hawk's-beard 

(2x = 6) callus strain became a hyperdiploid (2n = 7) one. 

In the course of long-term subculturing some per­

manent tissue lines with modal chromosome complements were 

formed. These callus strains were characterized either by 

the predominance of cells with particular karyotype (di­

ploid or polyploid, euploid or aneuploid, structurally 

normal or aberrant) or by maintenance of certain equi­

librium between the cells with different ploidy level. The 

latter was characteristic of Haplopappue callus and some 

pea callus strains. The dominant modal karyotype of callus 

cells might essentially differ from that of the initial ex-

plant cells, as in the case of the hypertriploid pea callus 

strain. The anomalies in the reproduction and segregation 

of chromosomes obviously provided the basis for the caryo-

typic variability of callus cells and the selective pro­

liferation of particular cell types might lead to the for­

mation of a karyotypically permanent strain. 

In some cases the originally common callus cultur# 

grown under apparently similar conditions diverged into 

karyotypically different strains. As to the possible mecha­

nism of the differentiation of such callus strains the com­

petitive selection for cells with dominant karyotypes was 

under consideration. 
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СРАВНЕНИЕ ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 2,4-Д И НММ 

IN VIVO и IB VITRO НА ПРИМЕРЕ ТКАНЕЙ CREPIS CAPILLAfilS 

X. Каллак, М. Ваппер 

Исследованиями последних лет установлено мутагенное дей­

ствие у многих химических соединений, загрязняющих окружаю­

щую среду. В настоящее время наиболее опасным считается дей­

ствие пестицидов, которые могут долго циркулировать в среде 

обитания и накапливаться в органическом круговороте. В ис­

следованиях, посвященных проблемам потенциальной мутаген­

ности химикатов, особое значение придается выяснению сущно­

сти дифференциального воздействия мутагенов, в зависимости 

от разных модифицирующих факторов. К числу последних, несом­

ненно, относятся генотипические и фенотипические особенности 

организмов и клеток, подлежащих воздействию химикатов. Пока­

зано, что на действие одного и того же потенциального мута­

гена по-разному реагируют не только разные виды организмов, 

но и разные особи одного вида и даже разные клетки одного 

организма (Зоз, Рапопорт, 1971; Куринный, Пилинская, 1976; 

Дубинин, Панин, 1978; Ватти и др., 1979; Касьяненко, Копеле­
ва, 1979; Кerim, Bradshaw, 1968; Opatrny, 1973; Nuti Ronchi 

et ai. , 1976; Radin et ai., 1978). 

К числу химикатов, проявляющих дифференциальное биологи­

ческое воздействие, относится и широко применяемый гербицид 

2,4-Д. В зависимости от условий воздействия (концентрация и 

др.) и особенностей возделываемых объектов, этот химикат 

действует то как гербицид, то как ауксин, то оказывает, то 

не оказывает мутагенного или канцерогенного воздействий (Ку­

ринный, Пилинская, 1976: Unrau, barter, 1952; Croker, 1953; 

Williams, 1953; Faludi, 1964; Grant, 1972; Mohandas, Grant, 

1972; Tomkins, Grant, 1974; Seiler, 1978). По литературнш 

данным и нашим предыдущим исследованиям известно, что цито-

генетическое воздействие 2,4-Д проявляется также в разных 

культурах растительных тканей (Каллак, Каареп, 1976; Ваша-

кидзе, 1977; Каллак и др., 1977; Kallak, Yarvekylg, 1971; 

Havränek, Novak, 1973; Baylies, 1975; Singh, Harvey, 1976; 
Ronchi et al., 1976; Ghosh, Gadgil, 1979). Однако каллусная 

культура креписа оказалась инертной в отношении цитогенети-

ческого воздействия 2,4-Д. Увеличение количества химиката в 
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среде питания до предельных токсических доз не привело к за­

метным изменениям числа или строения хромосом в делящихся 
клетках подопытного каллусного штамма (Каллак и др., 1979). 

На основе этого исследования возник вопрос, объясняется 

ли инертность каллуса креписа в отношении 2,4-Д видовой спе­

цификой, особенностями данной каллусной культуры, характером 

действия 2,4-Д или условиями обработки. Доя выяснения об­

стоятельств, определяющих поведение каллусной культуры кре­

писа под воздействием '2,4-Д, были поставлены опыты, целью 

которых стало: I) сравнение эффектов цитогенетического воз­

действия 2,4-Д на каллусную культуру и первичные корешки 

креписа; 2) сравнение эффектов цитогенетического воздействия 

2,4-Д и супермутагена НММ на крепис. Во всех вариантах изу­

чали также дозовый эффект химикатов. 

Материал и методика 

Исследования проводились на первичных корешках и каллус­
ной культуре креписа С Crepie capillaris (L.) Wallr.). Воз­

душно-сухие или предварительно замоченные в воде в течение 8 

часов семена обрабатывали водными растворами 2,4-Д (2,4-ди-

хлорфеноксиуксусной кислоты) в концентрации 5, 10, 20, 50, 

100 и 300 мг/л или НММ (н -нитрозо-н-метилмочевины) в кон­

центрации 100, 300 и 500 мг/л. Обработку проводили в течение 

4 или 12 часов. После обработки семена промывали в воде и 

выращивали в чашках Петри до появления корешков с длиной 2-3 

мм. 
В качеств» каллусной культуры исследовали штамм, изоли­

рованный от стеблевых тканей проростков и выращенный in vit­

ro в течение 3,5-6,5 лет. Культура выращивалась на среде Му­
расиге и Скуга со следующими добавками (мг/л): аденин (1,0), 

2,4-Д (1,0), гидролизат казеина (500), М-инозит (100) и ви­

тамины по Уайту. Для выяснения цитогенетических эффектов ис­

следуемых химикатов повысили концентрацию 2,4-Д в среде пи­

тания до 2, 5 или 10 мг/л или добавляли НММ в количестве I 

или 8 мг/л. 
Для цитогенетических исследований приготовляли давленые 

препараты в ацеторсеине. Данные обработаны статистически. 

Доверительные границы вычислены по методу (р с уровнем зна­

чимости 0,05. 
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Результаты исследований 

Дня выявления мутагенного действия 2,4-Д и НММ определи­

ли количество аберративных ана- и телофаз и степень плоид-

ности хромосом в клетках подопытных тканей, Аберративными 

считали ана- и телофазы с мостиками, фрагментами и отставши­

ми хромосомами (рис. I). Для каждой точки фиксации просмот­

рели 200-700 меристематических или каллусных клеток на со­

ответствующей фазе митоза. 

Исследованная культура креписа является сформированным 

штаммом, который характеризуется низкой частотой (~4-5%) 

аберративных ана- и телофаз и стабильным модальным кариоти-

пом (Каллак, Ваппер, 1979). Кариотип большинства (70-80%) 

делящихся клеток представлен семью хромосомами, из которых 

одна является аберративной (рис. 26). 

В дополнение предварительному исследованию цитогенети­

ческого воздействия 2,4-Д на каллус креписа в 24-ом и 35-ом 

пассажах (Каллак, Ярвекюльг, Ваппер, 1979) были проведены 

повторные исследования воздействия 2,4-Д на каллус креписа 

еще в 38-ом, 46-ом и 50-ом пассажах. К времени фиксации в 

50-ом пассаже каллусная культура росла на среде с 2,4-Д 

2 мг/л уже в течение 26 пассажей, а на среде с 2,4-Д 5 мг/л 

- в течение 3 пассажей. Продолжительное культивирование на 

среде с 2,4-Д 10 мг/л оказалось невозможным из-за кумуляции 

токсического действия химиката. 

Метафазный анализ клеток 38-го, 46-го и 50-го пассажей 

не показал заметных различий, по сравнению с предыдущими 

данными: во всех подопытных вариантах преобладали метафаеы с 

модальным анэуплоидным кариотипом 2п = 7. Результаты ана- и 

телофазного анализов представлены на рисунке 3, Достоверное 

увеличение количества аберративных ана- и телофаз обнаружи­

вается лишь в 50-ом пассаже при воздействии 2,4-Д в кон­
центрации э мг/л. Следовательно, повторные опыты подтвержда­

ют данные, полученные в предыдущих исследованиях. За исклю­
чением некоторых случаев подопытный каллус креписа не реаги­

рует достоверными цитогенетическими изменениями на увеличе­

ние концентрации 2,4-Д до предельно токсических доз. 
Для выяснения факторов, определяющих инертность каллус­

ной культуры креписа в отношении цитогенетического воздейст­

вия 2,4-Д были проведены параллельные опыты с семенами кре­

писа. Воздействию растворами 2,4-Д в разной концентрации' 



подвергали воздушно-сухие или замоченные в течение 8 часов в 

воде семена креписа. Цитогенетический анализ проводили в ме­

ристематических клетках первичных корешков длиной 2-3 мм. 

Результаты исследования показаны на рисунке 4. Поскольку 

применяемые концентрации 2,4-Д не вызывали изменений в числе 

хромосом, на гистограмме представлена только частота аберра­

тивных ана- и телофаз в разных подопытных вариантах: I) воз­

действие 2,4-Д на воздушно-сухие семена в течение 12 часов; 

2) воздействие 2,4-Д на прорастающие семена в течение 12 ча­

сов; 3) воздействие 2,4-Д на прорастающие семена в течение 

4 часов. 

Из данных, представленных на рисунке 4, следует, что в 

отличие от каллусных клеток креписа в меристематических 

клетках первичных корешков проявляется цитогенетическая ак­

тивность 2,4-Д. Цитогенетическое воздействие 2,4-Д имеет 

дифференциальный характер, в зависимости от концентрации 

раствора и условий обработки. Так, постепенное повышение 

концентрации химиката до 100 мг/л вызывает заметное увеличе­

ние количества аберративных ана- и телофаз во втором вариан­

те (воздействие 2,4-Д на прорастающие семена в течение 12 

часов). Некоторое увеличение количества аберративных ана- и 

телофаз обнаруживается также при воздействии 2,4-Д на про­

растающие семена в течение 4 часов (вариант 3) или на воз­

душно-сухие семена в течение 12 часов (вариант I), но в го­

раздо меньшей мере. Зависимость цитогенетической активности 

2,4-Д от условий обработки особенно ярко проявляется при 

концентрации 100 мг/л: частота аберративных ана- и телофаз 

во втором варианте в два раза больше, чем в остальных вари­

антах. 
Учитывая то обстоятельство, что каллусные клетки и ме-

рмстематические клетки первичных корешков креписа по-разному 

реагируют на цитогенетическое воздействие 2,4-Д, оказалось 

уместным сравнивать на этих же модельных тест-системах эф­

фекты действия известного супермутагена НММ. 
Воздушно-сухие и замоченные 8 часов семена креписа обра­

батывали растворами НММ в течение 4 часов. Цитогенетический 

анализ меристематических клеток первичных корешков длиной 

2-3 мм показал, что при использованных концентрациях (100, 

300 и 500 мг/л) нитрозометилмочевина не вызывает заметных 

изменений в числе хромосом. Результаты анализа ана- и тело-

фаз в возделываемых корешках представлены на рисунке 5. По­

лученные данные свидетельствуют о достоверном увеличении ко-
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личества аберративных ана- и телофаз при повшивыми концент­

рации мутагена. Обнаруживается также зависимость эффекта 

воздействия от физиологического состояния обработанных се­

мян. При воздействии НММ в концентрации 300 мг/л на прорас­

тающие семена встречается в 2,5 раза больше аберративных 

ана- и телофаз, чем при воздействии этим же раствором на 

сухие семена. При остальных использованных концентрациях НММ 

такой разницы нет. 

Для изучения цитогенетической активности НММ в каллусной 

культуре креписа в среду питания бш добавлен мутаген в ко­

личестве I или 8 мг/л. Цитогенетический анализ провели после 

8-суточного выращивания каллусной ткани на среде с мута­

геном. На рисунке 6 представлены данные, полученные в ре­

зультате анализа ана- и телофаз в подопытной каллусной куль­

туре. Можно отметить, что добавление в среду питания мутаге­

на приводит к достоверному увеличению аберративных ана- и 

телофаз. При этом проявляется дозовая зависимость: если при 

концентрации НММ I мг/л доля аберративных ана- и телофаз 

остается в пределах 14-20 процентов, то при концентрации 

8 мг/л их количество достигает 30 процентов. 

В отличие от воздействия 2,4-Д под воздействием мутаге­

на НММ в каллусных клетках обнаруживаются также изменения в 

числе хромосом. Об этом свидетельствуют данные, представлен­

ные на рисунке 7. Добавление в среду питания мутагена ведет 

к уменьшению количества метафаз с модальным кариотипом (2п = 
= 7), стабилизированным в течение многолетнего культивирова­

ния in vitro. Зато увеличивается доля метафаз с хромосомны­

ми наборами 8-II и ^ 12. Встречаются разные структурные му­

тации хромосом (рис. 8). Увеличение количества клеток с анэ-

уплоидньми наборами 8-II особенно заметно под воздействием 

мутагена в концентрации 8 мг/л. Следовательно, по этому мар­

керу также проявляется дозовая зависимость действия мутагена 

Обсуждение 

Проведенные исследования еще раз указывают на специфику 

реагирования обработанных тканей и клеток как на существен­

ный модифицирующий фактор при проявлении воздействия биоло­

гически активных химикатов. 

Так, на основе данных, полученных в результате исследо­

вания цитогенетического воздействия 2,4-Д на кариотипически 

стабильный каллусный штамм креписа, можно предположить, что 
41 
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этот химикат не вызывает изменений в степени плоидности или 

частоте митозов в клетках креписа, или заключить, что кал-

лусная культура не выявляет соответствующих эффектов дейст­

вия, т.е. не является подходящей тест-системой на мутаген­

ность. £ пользу кариотипической инертности вида Crepls са-

pillaris свидетельствует уже то обстоятельство, что крепис 

относится к числу неполисоматических видов растений. К тому 

же, уровень кариотипической изменчивости клеток креписа в 

условиях культуры также значительно ниже, чем у многих ви­

дов растении. Однако проведенные нами на семенах креписа 

опыты показывают, что под воздействием 2,4-Д достоверно уве­

личивается количество аберративных ана- и телофаз в меристе­

матических клетках первичных корешков у этого вида. В опре­

деленны): условиях (в зависимости от физиологического состоя­

ния обработанных семян и применяемой концентрации 2,4-д) ко­

личество аномальных ана- и телофаз обработанных клеток четы­

рехкратно превышает это же число в клетках контрольного ва­

рианта. Аномальные ана- и телофазы с мостиками а фрагментами 

свидетельствуют об аберрациях в строении хромосом, не подвер­

гавшихся своевременной репарации. Следовательно, крепис как 
вид не является инертным в отношении цитогенетического воз­

действия 2,4-Д. 

Цитогенетические эффекты действия 2,4-Д на прорастающие 
семена креписа вполне сравнимы с соответствующими эффектами 

супермутагена НММ. По литературным данным хорошо известно, 

что НММ вызывает достоверное увеличение количества хромосом­

ных аберраций в делящихся клетках у разных видов растений, в 

том числе и у креписа (Соболев, 1966; Шарма, 1966;Зоз и др., 

1974; Шамаева, Гарина, 1975; Григорова, 1978). Наши исследо­

вания показывают, что цитогенетическое воздействие обоих 

мутагенов зависит от применяемой концентрации, показывая до-

зовой эффект. При повышении концентрации 2,4-Д до 300 мг/л 

(1,4 мМ) становится заметным гербицидное действие химиката: 

митозы в первичных корешках прекращаются после обработки за­

моченных семян и встречаются в малом количестве только после 

обработки сухих семян. Зато митотическая активность доста­

точно высока для цитогенетического анализа при обработке за­

моченных семян креписа с НММ в дозе 300 мг/л (2,9 мМ), а су­
хих семян еще в дозе 500 мг/л (4,9 мМ). Воздействие исследо­

ванных химикатов зависит и от физиологического состояния об­

работанных семян. Цитогенетическая активность 2,4-Д и НММ 

более заметна при обработке прорастающих семян, чем при об-
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работке сухих семян. Зависимость действия химиката от про­

должительности обработки нами исследована пока только в от­

ношении 2,4-Д. но по литературным данным это явление обнару­

жено и для НММ (Шарма, 1966). 

Сопоставление эффектов действия 2,4-Д и HivlM на семена 

креписа еще раз показывает способность цитогенетического ре­

агирования этого вида на разные химикаты. 

Проверка "инертности" каллусной культуры креписа в ка­

честве тест-системы дала также отрицательный результат: ис­

пытываемый штамм креписа реагировал на воздействие НММ как 

увеличением частоты аберративных ана- и телофаз, так и изме­

нением модального кариотипа. По обоим маркерам обнаруживает­
ся дозовый эффект действия химиката. Следовательно, каллус-

ная культура креписа как тест-система в принципе способна 

выявить мутагенное действие химикатов и их дозовую зависи­
мость. 

Инертность каллусной культуры креписа в реагировании на 

действие 2,4-Д можно частично объяснить тем обстоятельством, 

что крепис как вид, по-видимому, действительно более резис­

тентен в отношении цитогенетической активности этого хими­

ката, чем некоторые другие виды растений. Сравнительное изу­

чение цитогенетического воздействия 2,4-Д на семена креписа, 

гороха, бобов и лука показывает, что крепис в этом отношении 

наименее чувствительный. Таким образом, в реагировании кал­

лусной культуры креписа в какой-то мере проявляется видовая 

специфика. Однако не в этом суть явления. 

В некоторых случаях каллусная культура как система может 

оказаться более резистентной в отношении цитогенетического 

действия химиката, чем ткани интактных организмов у этого же 

вида. По данным Радина и Карлсона (Radin, Carleon, 1978) пе­

стициды бентазон и фенмедиформ действуют дифференциально на 

интактные ткани и каллус табака, причем каллус оказывается 
более резистентным. О дифференциальном воздействии НММ на 

первичные эксплантаты и трехлетние каллусные штаммы свиде­

тельствуют результаты опытов, проведенных Опатрни (Opatrny, 

1973). Данные, полученные нами при сравнении воздействия 
2,4-Д на первичные корешки и каллус гороха, также показыва­

ют, что цитогенетические эффекты действия этого химиката 

значительно сильнее выявляются в меристематических клетках 
первичных корешков, чем в каллусе (данные в печати). 

Повышенную резистентность каллусных культур в отношении 

цитогенетической активности химикатов можно объяснить разны-
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ми обстоятельствами, зависящими от особенностей культур тка­

ней, а также от методики обработки. Если семена обрабатыва­

ются химикатами в течение нескольких часов, то в среде пита­

ния каллусной культуры соответствующие химикаты сохраняются 

в течение нескольких дней и недель, в зависимости от скоро­

сти распада испытуемых соединений. Продолжительная обработка 

предполагает применение пониженных концентраций химикатов 

во избежание токсичного воздействия. С другой стороны, при 

длительном воздействии химикатов на каллусные культуры в их 

клетках могут возникнуть некоторые процессы, устраняющие или 

замедляющие токсичное или мутагенное действие химикатов. От­

носительная резистентность каллусной культуры может быть до­

стигнута в результате действия разных репарационных систем 

клеток или отбора ранее существовавших или вновь возникающих 

резистентных (мутантных) в отношении испытуемого химиката 

клеток. Опатрни (Opatrny, 1973) считает наиболее вероятными 

механизмами повышения резистентности каллусных культур репа­

рацию и отбор, т.е. преимущественное деление клеток, неза­

тронутых действием мутагена. 

Относительно резистентности исследованного нами каллус-

ного штамма креписа в отношении цитогенетическгго воздейст­

вия 2,4-Д можно предполагать, что в основе этого явления ле­

жит отбор - преимущественное деление клеток наиболее приспо­

собленных к содержанию химиката в среде питания. В пользу 

этого предположения говорит прежде всего то обстоятельство, 

что подопытный каллус креписа в течение многих лет выращи­

вался на среде, содержащей в качестве ауксина 2,4-Д 

(I мг/л). Именно на среде с 2,4-Д сформировался каллусный 
штамм с определенным модальным кариотипом (2а = 7) и низкой 

частотой аберраций. Повышение дозы 2,4-Д в 2 или 5 раз не 

вызывало цитогенетических изменений в культуре, привыкшей 
расти на среде с 2,4-Д, а дальнейшее повышение концентрации 

химиката привело к прекращению роста и гибели культуры. Зато 

введение в среду питания "чужеродного" соединения НММ нару­
шило установленное годами кариотипическое равновесие каллус­
ных клеток креписа. Появились клетки с разными нетипичными 

для штамма кариотипами, увеличилась частота нарушенных ана-

и телофаз. 
Для более подробного анализа механизмов реагирования 

каллусных клеток на потенциальные мутагены и специально на 

2,4-Д следует провести испытания, в которых воздействию 

2,4-Д подвергались бы культуры, выращенные заранее на среде 
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без 2,4-Д, или в качестве потенциального мутагена применялся 

бы какой-то другой химикат. 

Выводы 

1. Цитогенетическое воздействие ауксинового гербицида 

2,4-Д на крепис проявляется дифференциально, в зависимости 

от особенностей подопытных клеток и условий обработки. Повы­

шение концентрации 2,4-Д в среде питания каллусной ткани до 

токсичного уровня (10 мг/л) не вызывает заметных цитогенети-

ческих изменений, а в клетках первичных корешков под воздей­

ствием химиката (5-300 мг/л) достоверно увеличивается коли­

чество аберративных ана- и телофаз, причем обнаруживается 

зависимость от дозы, продолжительности действия и физиологи­

ческого состояния семян. 

2. Супермутаген НММ вызывает достоверные цитогенетиче-

ские изменения как б ме рис тематических клетках первичных ко­

решков, так и в каллусных клетках креписа. Кроме увеличения 

частоты аберративных ана- и телофаз в каллусных клетках под 

воздействием НММ изменяется и степень плоидности. 

3. Инертность подопытного каллусного штамма креписа в 

отношении цитогенетического воздействия 2,4-Д объясняется, 

по-видимому, длительным отбором в культуре клеток, наиболее 

приспособленных к содержанию этого химиката в среде питания. 
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ON COMPARISON OP CYTOGENETIC ACTIVITY OF 2Л-В AND NMU 

IN VIVO AND IN VITRO ON MODEL OF THE TISSUES OF 

CREPIS CAPILLARIS 

H. Kallak, M. Vapper 

S u m m a r y  

The cytogenetic effects (i. e. changes of aberrant 

anaphases and telophases) of the widely used herbicide 

2A-D and supermutagen NMU on prolonged callus culture as 

well as on primary roots of Crepis capillaris were under 

study. It was found that 2Л-D produces different effects 

depending on the characteristics of the treated tissues and 

the conditions of asministration. The addition of this 

chemical into the medium at concentrations of 2.0, 5.0 or 

10.0 mg/litre did not cause any remarkable variations in 

the chromosome complements of callus cells, whereas the 

treatment of seeds with 2.4-D at concentrations of 5.0 -

500 mg/litre during 4 or 12 hours brought about notable 

changes in the frequency of aberrant mitoses in primary 

roots. Under the influence of NMU at concentrations of 1.0 

or 8.0 mg/litre changes of both chromosome number and 

structure in callus cells could be seen. The treatment of 

seeds with M at concentrations of 100, 500 and 5°0 

mg/litre during 4 or 12 hours raised the frequency of 

aberrant anaphases and telophases in primary roots, but did 

not alter the chromosome number of meristematic cells. The 
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resistance of callus culture to the cytogenetic activity of 

2 A-D can be explained by the long-term selection of callus 

cells most adjusted to the content of this chemical in cul­

ture medium. 

7 

49 



ИЗУЧЕНИЕ ИВДЖЦИИ СИНТЕЗА КАТЕХОЛ-2.З-ОКСИГЕНАЗЫ 

НА УРОВНЕ ИНТАКТНЫХ КЛЕТОК 

А.Х. Кильк, Л.А. Касак, А.Л. Хейнару 

Способность деградировать разнообразные ароматические 

соединения является характерным признаком для почвенных 

псевдомонад (Chakrabarty, 1976). Разложение ароматических 

соединений происходит обыкновенно через промежуточный про­
дукт катехол или его производные (Feist, Hegemann, 1969; 

Williams, Murray, 1974) (рис. I). Поэтому ключевыми фермен­
тами являются катехол-1,2-оксигеназа (KI20) и катехол-2,3-

оксигеназа (К230). Первый фермент расщепляет ароматическое 

ядро в орто-, второй в мета - положении (Feiet, Hegemann, 

1969; Murray et ai., 1972j Sala-Trepat et al., 1972; Hakaza-
wa, Jfokota, 1973). При наличии в клетках Pseudomonas pu-

tida TOL -плазмиды хромосомные гены KI20 не экспрессируют-

ся,а мета-расщепление ароматических соединений с К230 идет 

по плазмидному пути (Williams, Murray 1974; Wong, Dunn, 1974; 

Worsey et al., 1978). По индукции синтеза К230 можно судить 

об экспрессии TOL -специфических генов. Определение этого 

фермента проводится обычно по методу Фейст-Хегемана в бес­

клеточном экстракте (Feist, Hegemann, 1969). Так как К230 

нестабильная, определение фермента в бесклеточном экстракте 

связано с некоторыми трудностями: клетки необходимо разру­

шать в присутствии органических растворителей (например 10% 
ацетона) (Nozaki et al., 1963) и активность фермента опре­

делить непосредственно после приготовления экстракта. 

В настоящей работе исследована возможность определения 

активности К230 и некоторых других ферментов на уровне ин-

тактных клеток. 

Материал и методы 

Штаммы бактерий. В работе исследовались 4 стандартных и 

8 местных штаммов псевдомонад, общая характеристика которых 

представлена в таблице I. 



мета-путь(K230) 

OboH 
полу- • 
альдегид U 
2-гидрокси-
муконовой W 
кислоты 

сн3 

ОчСНЛ 
(СН3)  ̂
снрн 

^Vfc|) 
(R2) 
сно 

fR2) 
COOK 

'ФЦ) 
(R2) 
OH 0̂  

1. толуол 
2. м-ксилен 
3. п-ксилен 

алкоголы 
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альдегиды 

бенэоат 
(м-толуат) 
(п-тояуат) 

катехолы 

I 
пируват 
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i^COOH 
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I 
В-кетоадипат 

I 
сукцинат 

Рис. I. Метаболизм толуола и ксилола у Ре. putida nt-2 
TOL+ 



Т а б л и ц а  I  

Характеристика исследуемых штаммов псевдомонад34 

п/п Штаммы бактерий Плаз миды Происхождение 

I 2 : 3 4 

I. Ps. putida TOL(pWWO) от др. П.Броды, Англия 

2. 
mt-
Рв. 

•2(160) 
putida от др. П.Броды, Англия 

3, 
mt-
Ps. 
mt-

•2(Paw85) 
putida 
•2(Paw340)trp str-r 

от др. П.Броды, Англия 

4. Ps. putida AC804 met TOL от др.A.M. Чакрабарти, 
США 

0. Ps. species Nr. 1 TOL-1 местный 

6. Ps. putida var. Nr. 2 TOL-2 местный 

7. Ps. putida var. Nr. 3 TOL-"3 местный 

8. Ps. species Nr. 4 TOL-4 местный 

S. Ps. species Nr. 5 TOL-5 местный 

10. Ps. species Nr. 6 TOL-6 местный 

II. Ps. putida var. Nr 7 TOL-7 местный 

12. Pe. putida var. Nr 8 TOL-8 местный 

Потребность в триптофане (trp) и метионине (met), резис­
тентность к стрептомицину (etr-r), наличие плазмид био­
деградации толуола(TOL) 

Питательнне арепы. В качестве полной среды применялась 

L-среда. Минеральные среды содержали раствор М9 (Adams, 

1959), Спицайзена без добавления цитрата натрия (Spizizen, 

1958) или солей с низкой концентрацией фосфата (г/л) 

КН2Р04 - 1,4, НН4С1 - 1,0, СаС12 - 0,006, трис-HCI - 0,01 М. 

Растворы микроэлементов приготовили по Баушоп-Эльсдену (Ваи-

chop, Eleden I960). Источниками углерода и энергии слу­

жили м-толуат, р-толуат, бензоат и сукцинат в конечной кон­

центрации 10 мМ (Duggleby et al., 1977). 
Условия культивирования микробов и индукции синтеза фер­

ментов. Культивирование бактерий проводили при 30° при ус­

ловии сильной аэрации.(проток воздуха через питательную сре­

ду). В опытах по индукции TOL -специфических ферментов бак­

терий выращивались на селективной среде до оптической плот­
ности равной 0,5 при X = 580 нм.клетки осаждались центрифу­
гированием при 4°С, промывались раствором инеральных солей 
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и ресуспендировались в минимальной среде с сукцинатом до оп­

тической плотности равной 0,05. Культуру бактерии выращивали 

до оптической плотности равной 0,5, клетки осаждали центри­

фугированием, промывали и ресуспендировали в среде с индук­

тором до оптической плотности 0,01 ... 0,05. При вышеназван­

ных условиях индуктор является единственным источником энер­
гии и углерода и, следовательно, весь метаболизм клетки на­

правлен через экспрессию TOL-пламидных генов. 

Определение активности Ферментов.Активность катехол-2,3-

оксигеназы (Е.С.I.13.1.2.) определялась по Наказава и Ёкота 

(Nakazawa, Yokota, 1977). В параллельных опытах вместо сус­

пензии клеток были использованы бесклеточные экстракты 

(Feist, Hegemann, 1969), приготовленные с ацетоном (10%) или 

без него. Клетки разрушались ультразвуком в дезинтеграторе 

УЗДН-1У42 и при помощи пресса Хьюза. Активность ферментов 

определялась спектрофотометрическим методом на приборе 

"Specord UV VIS". В случае применения суспензии интактных 

клеток была определена оптическая плотность в реакционной 

смеси и рассчитан соответственный сухой вес (рис. 2). Актив­
ность фермента К230 была вычислена по образовании 2-гидро-

ксимуконового полуальдегида в микромолях в течение одной ми­

нуты на миллиграмм сухого веса бактерий, определяемый по за­

висимости к оптической плотности микробной суспензии при А = 

580 нм или на миллиграмм общего белка (мкмолей/мин/мг сухого 

веса или мкмолей/мин/мг белка). 

Активность KI20 определялась по методу Хегемана (Hege­

mann, 1966), причем вместо бесклеточного экстракта в реакци­

онную смесь добавляли суспензию клеток. Об активности KI20 

судили по возрастанию концентрации цис-цис муконата при 

Д= 260 нм. Активность KI20 вццержали в мкмолях/мин/мг сухо­

го веса бактерий. 

Определение гидролазы 2-гидроксимуконового полуальдегида 

осуществлялась по модифицированной методике Фейста-Хегемана 

(Feiet, Hegemann, 1969). Об активности гидролазы 2-гидрому-

конового полуальдегида судили по снижению количества 2-гид­

роксимуконового полуальдегида при Д = 375 нм. 

Для вычисления активности ферментов определялся коэффи­

циент экстинкции полуальдегида 2-гидроксимуконовой кислоты, 

полученной из катехола по методу Фейста-Хегемана (Feiet, 

Hegemann, 1969). В бесклеточном экстракте общий белок опре­
делялся по методу Хартри (Hartree, 1975) и Лоури (Lowry et 
al., 1951 J. 
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од. 

Рис. 2. Зависимость между оптической плотностью и 

сухим весом бактерий штамма Ps. putida mt-2 р»дю 

К230 
L580 

1Д. . .0,15 

од. ..0,10 

. .0,05 

(часы) 

Рас, 3. Индукция синтеза катехол-2,3-оксигеназы у 

штамма Ре. putida *t-2 pWWO 
0-GHD-активность катехол-2,3-оксигеназы 

(К230) 

©-О-© -рост микробов 
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Результаты и обсуждение 

В предварительных опытах нами была разработана новая ме­

тодика определения индукции синтеза К230 на уровне интактных 

клеток. С этой целью были оптимизированы состав питательной 

среды, количество добавленных микроэлементов, концентрация 

субстрата и клеток в реакционной смеси, а также условия 

культивирования микробов при аэрации культуры. В отличие от 

японских авторов (Nakazawa, Yokota, 1977) в наших опытах 

микробы культивировались в средах, где единственным источни­

ком углерода и энергии (а также индуктором TOL -специфиче­

ских генов) служили п и м-толуат или ксилен. 3 этих услови­

ях весь метаболизм клетки был направлен через экспрессию 

плазмидных генов. 

Применяя питательные среды, содержащие фосфат в низких 

концентрациях, удалось получить полную индкуцию синтеза К230 
до размножения основной части микробов в изучаемой популяции 

(рис. 3). В типичных случаях индукция синтеза К230 начина­

лась спустя 2,5 ... 3,5 часа после перенесения клеток в сре­
ду с индуктором и продолжалось около трех часов. Время лаг-

периода до интенсивной индукции К230 зависело от физиологи­

ческой активности клеток, а также от промывания и условий 

центрифугирования клеток. Для опыта брались растущие на сук-

цинате клетки в логарифмеческой фазе роста. В разных опы­

тах максимальная активность К230 у штамма Рв. putida mt-2 ко­
лебалась в пределах 0,4 ... 1,5 ед/о.е. при_Д. = döO hm. При 

этом конститутивный уровень фермента К230 в клетках был от 

самого нуля до 0,2 ед/о.е. при \ = 5Ъ0 нм. Выла выяснена 

связь между конститутивным и максимально« уровнем индукции 

этого фермента в присутствии индуктора - чем выше конститу­

тивный уровень, тем ниже уровень индукции К2з0. Для выясне­

ния этого явления было изучено снижение уровня К230 при рос­
те клеток в средах с сукцинатом. Эти опыты показали, что 

уровень К230 снижается в течение 4 ... 5 часов прямо пропор­
ционально размножению клеток. Из этого следует, что внутри­

клеточная К230 должна быть стабильной и при делении клеток 

молекулы К230 распределяются между дочерними клетками. Мож­

но предполагать, что в наших условиях выращивания (в присут­

ствии индуктора) микробы, имеющие высокий конститутивный 
уровень К230, начинают размножаться. Поэтоцу в микробной по­
пуляции в целом уровень индукции К230 не достигает уровня, 



который имеется в индукцированной системе при применении 

клеток бактерий с нулевым конститутивным уровнем К230. 
Уже в 1963 году японские исследователи выделили в чистом 

виде К230 (Hozaki et al., 1963). Было выяснено, что этот 

фермент состоит из четырех субчастиц и для активности фер­

мента необходимы ионы двухвалентного железа, а ингибиторами 

являются другие двухвалентные катионы, связывающие SH-группы. 
С другой стороны, для роста псевдомонад необходимы такие 

микроэлементы (Со , мп2+, Cu2+, Zn2+ ). В опытах выясни­

лось, что высокие концентрации микроэлементов действительно 

уменьшают уровень активности К230. Поэтому мы снизили кон­

центрации этих микроэлементов в средах выращивания ( CuSO^ и 

CoS04 до 10"®% и ZnS04 и Maso4 до Ю-®#). Рост микробов 

при этом не ухудшался. 

Активность К230 можно было детектировать непосредственно 

во всех использованных нами минеральных средах. Все же при 

применении более богатых сред, а особенно среды Спицайзена, 

где микробы растут очень быстро, уровень индукции К230 ока­

зался несколько ниже, по сравнению с уровнем, полученным при 

применении среды с низкой концентрацией фосфатов. 

В экстрактах, полученных из культуральной жидкости, К230 

полностью инактивируется. Поэтому необходимо промыть клетки 

и ресуспендировать в буферном растворе. Приготовленные в та­

ких условиях в экстрактах К230 тоже инактивируется довольно 

быстро, так как в присутствии кислорода железо-П легко окис­

ляется на железо-Ш. При добавлении стабилизирующего агента -

10%-ного ацетона (Hozaki et al., 1963; Lee, Dagley, 1977) 

активность K230 при хранении экстракта все же уменьшается. 
Поэтому активности К230 в бесклеточных экстрактах необходимо 

определять непосредственно после разрушения клеток. С другой 

стороны, при применении в опытах интактных клеток их можно 
сохранять по крайней мере 6 часов в присутствии ингибитора 
роста бактерий - хлорамфеникола (100 мг/мл) без заметного 

снижения активности К230. Низкие концентрации этого антибио­

тика не влияют на активность К230 (Hakazawa, Yokota, 1977). 

В наших условиях опыты Кш катехол-2,3-оксиганезы для 

катехола при применении бесклеточных экстрактов сравнялась с 
5 мкМ, а при интактных клетках - 25 мкМ. Кинетика этой реак­

ции не изменялась при концентрации катехола, превышающей Кш 

500 раз. Так как К230 не выходит в таких условиях из кле­

ток, вероятно, только сравнительно высокие концентрации ка­

техола в клеточной суспензии обеспечивает достаточный уро­
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вень этого субстрата в клетке. Предварительная обработка 

клеток с толуолом (Hakazawa, Yokota, 1977) не дала в наших 

опытах никакого эффекта. 

В таблице 2 представлены данные об активности К230 в 

бесклеточных экстрактах и на уровне интактных клеток, полу­

ченных нами и другими авторами у штамма. Рэ. putida mt-2 

pWWO. Из данных таблицы 2 видно, что активность К230 значи­

тельно колеблется в работах разных авторов, особенно при 

применении бесклеточных экстрактов. Уровень активности К230, 

определяемый в интактных клетках и в бесклеточных экстрак­

тах, оказывается сходным (различия меньше одного порядка). В 

то же время почти такое же колебание отмечается при опреде­

лении активности К230 в бесклеточных экстрактах разными ав­

торами (табл. 2). В последнем случае немалое значение имеет 

способ получения бесклеточного экстракта, а также условия 

культивирования микробов. Даже коэффициенты экстинкции у 
разных групп исследователей неодинаковые: 29 х Ю3 (Feiat, 

Hegemann, 1969), 30 х 10s (Dunn, Gunealua, IS73), 44 x ГО3 

( Hakazawa, Yokota, 1973). Нами был определен коэффициент 

экстинкции равный d = 40 х I03, что почти совпадает с данными 

японских авторов(Sakazawa, Yokota, 1973), которые применяют 

сходные условия культивирования бактерий Ре. putida mt-2 

pWWO. 

Исходя из вышесказанного рекомендуемая нами методика оп­

ределения индукции синтеза К230 является нетрудоемкой и дает 

более одинаковые результаты в повторных опытах. 

Пригодность методики была испытана еще у других штаммов 
псевдомонад, имеющих TOL -плазмиды (табл. 3). У местных T0L+ 

штаммов была определена активность К230 при культивировании 

клеток на м- и п -толуате. Как и в случае первоначальной 

TOL-плазмиды pWWO (табл. 2) уровень индукции при росте кле­

ток на п -толуате значительно ниже, чем на м-толуате, что 

совпадает с литературными данными (Woraey, Williame, 1975; 

Williams, Worsey, 1976). В свою очередь, м-ксилен является 

даже лу чшим индуктором синтеза К230, чем м- и п - толуаты 

(табл. 3) (Williams, Murray, 1974; Worsey et al., 1978). Ин­
тересно еще отметить, что у штамма Ps. putida АС804 met-, 

имеющего делеционный мутант TOL -плазмиды TOL* (chakrabarty 

et al., 1976), уровень индукции К230 оказался во всех опытах 

ниже, чем в случае первоначальной TOL -плазмиды pWWO. 

Наши данные об определении активности катехол-i.,й-оксг-

геназы у штаммов Ре. putida mt-2; 340 trp~etrres и Ps, pti:,iü.s 



Т а б л и ц а  2  

Активность катехол-2,3- и -1,2-оксигеназ штамма Ре. putida mt-2 pWWO 

Фермент Индуктор Способ определения 
Активность 

фе смента* Происхождение 

I : 2 : 3 : 4 : 5 

катехол-
2,3-окси-
генеза 

м-толуат бесклеточный экстракт 

интактные клетки 

0,984 
1,7 
3,3 
0,189 
3.3 
2,7 
1.4 

Nakazawa,Yokota, 1977 
Austen, Dunn, 1977 
Woreey et al., 1978 
Nakazawa et al., 1978 
Nakazawa et al., 1978 
Nakazawa,Yokota, 1977 
настоящая работа 

п-толуат бесклеточный экстракт 
(прессом Хьюза) 
(ультразвуком) 
интактные клетки 

0,167 
0,6 
3,5 
1,0 
1,0 

Nakazawa,Yokota, 1977 
настоящая работа 
настоящая работа 
Nakazawa,Yokota, 1977 
настоящая работа 

ксилен бесклеточный экстракт 
интактные клетки 

5,0 
1,0 

Worsey et в1., 1978 
настоящая работа 

катехол-
1,2-окси-
геназа 

бензоат клеточный 
экстракт 

интактные клетки 

0,059 
0,254 
0,1 
0,120** 

Nakazawa,Yokota, 1973 

Williame,Murray, 1974 
настоящая работа 

* в бесклеточном экстракте - мкмолей/мин/мг бежа; 

в интактных клетках - мкмолей/мин/мл бактерий (сухого веса) 

** бесплазмидный штамм Ps. putida mt-2 Paw 340 trp str-r. 



Т а б л и ц а  3  

Активность катехол-2,3-оксигеназы у местных штаммов 

Pseudomonae ep, TOL+ 

  
п/п 

Штаммы бактерий Индуктор 
Активность К230 
мкмолей/мин/мг 
сухого веса 
бактерий 

I. Pseudomonas ep, TOL-1 м-толуат 
n-толуат 

о
о
 

2. Pseudomonas potide var. TOL-2 м-толуат 
n-толуат о

о
 

м
с
о
 

3. Pseudomonas putida var. TOL-3 м-толуат 
n-толуат 

0,6 
0,3 

4. Pseudomonas ep. TOL-4 м-толуат 
п-толуат 

о,ь 
0,1 

5. Pseudomonae ep. TOL-5 м-толуат 
п-толуат О

О
 

GJ
<2
 

6. Pseudomonas sp. TOL-6 п-толуат 0,3 

7. Pseudomonas putida var. TOL-7 п-толуат 0,3 

6. Pseudomonas putida var. TOL-3 п-толуат 0,1 

mt-2 Paw35, потерявших TOL -плазмиду, совпадали с лите­

ратурными данными (табл. 2). При росте бактерий в присутст­

вии индуктора KI20 - бензоата, активность этого фермента 

определить нетрудно. В случае роста бактерий на толуате ин­

дуцируются TOL -плазмидные гены и синтез KI20 заторможен 
(Williame, Murray, 1974; Woraey, Williame, 1977; Woreey et 

al., 1978). Это подтвердили и наши опыты со штаммами Рв, 

putida mt-2 pWWO. 

Хотя активность второго TOL -специфического фермента -

гидролазы 2-гидроксимуконового полуальдегида ниже активности 

К230, и здесь оказалось возможным определить активность это­
го фермента на уровне интактных клеток (0,02 мкмолей/мин/мг 

сухого веса бактерий). 

Итак, нами были разработаны оптимальные условия опреде­

ления активности К230 и некоторых других ферментов при ин­

дукции их синтеза на уровне интактных клеток. 

Выводы 

I. Разработана методика для определения индукции и ак­

тивности TOL -плазмидных ферментов на уровне интактных кле­

ток. 
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2. Активность К230 можно определить уже в микробной сус­

пензии, имеющей оптическую плотность равную при Л = 580 нм 
0,005. 

3. Катехол-2,3-оксигеназа является стабильной в клетках 

псевдомонад. 
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UTOUCTIOH 0? CATSCHOL-2.5-GXYGffiUSE 

SINTHBSIS USING CKul, SUSPENSIOBS 

A.H. Kilk, L.A. Ka.se>:, A.L. Heinaru 

3 a n а e г у 

A new method for the study of catechol-2.3-oxygenaa« 

(C23Ö) syntheeie using cells suspensions was developed. The 

optimal conditiona for induction, euch aa ingredients of 

medium, amount of microelements, concentrations of the 

substrates and cells 1» reaction mixture as well as the 

growth condition® by aeration of the culture were fount out. 
It was possible to detect complete induction of C230 before 

the division of the m&in part of cell population. The mini­

mum density of cell suspension for measurement the TOL 

Plasmid specific епеуам activity was O.OO5 (Л * 580 nm). 
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ВЛИЯНИЕ ЭКЗОГЕННОГО ЦИКЛИЧЕСКОГО АДЕН03ИНМ0Н060СФАТА 

НА ОБРАЗОВАНИЕ ФЕРМЕНТОВ ЦИКЛА ТРИКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ 

У ДЕНИТРИФИКАТОРА BACTERIUM AGILE VAR. HABTLEBII 

Л. Кухлберг, Р. Вяэранд 

Образование и активность ферментов цикла трикарбоновых 

кислот (ЦТК) у бактерий подчиняется многосторонней регуля­

ции, механизмы которой зависят от типа микроорганизма. Из 

физиологических факторов, влияющих на образование ферментов 

ЦТК, наиболее существенными являются характер источников уг­

лерода и конечных акцепторов электронов. 

У факультативного анаэроба Escherichia coli переход 

клеток от использования малата на усвоение глюкозы сопровож­

дается подавлением синтеза ферментов ЦТК (Gray et al., 1966). 

Молекулярные механизмы подавления синтеза ферментов ЦТК у 

факультативных анаэробов глюкозой в настоящее время оконча­

тельно не выяснены. У е. coli синтез сукцинатдегидрогена-

зы контролизуется внутреклеточным уровнем циклического аде-

нозинмонофосфата (Takahashi, 1975). Представители рода Ba­

cillus не содержат циклического АМФ и предполагается, что 

у них в регуляции синтеза ферментов, подвергающихся катабо-

литной репрессии, участвуют нуклеотидполифосфаты (Dowds e t 

al., 1978). 

У аэробных бактерий из рода Pseudomonas ферменты ЦТК 

являются конститутивными и не подвергаются катаболитной ре­

прессии глюкозой (Tiwary, Campbell, 1969). У псевдомонад 
ЦТК может функционировать и в анаэробных условиях при дени­
трификации (Spengler, Gilmour i 1966). 

В настоящей работе мы представляем данные о регуляции, 

образования ферментов цитратного цикла источником углерода и 

циклическим Aiv  у денитрификатора Bacterium agile var. hart-
lebii. 
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Методы исследования 

Культура Bacterium agile таг. hartlebii. В-554 была по­

лучена из Всесоюзной коллекции непатогенных микроорганизмов. 

Бактерии для опытов выращивали при 28° С в литровых колбах 

при постоянной аэрации стерильным воздухом. Среда содержала 

следующие минеральные соли (г/л): КЙО3 - 1,0; КН2Р04 - 1,0; 

KgHPO^.IZHgO - 1,0; Mgso4 7ЕрО - 2,0; CaCIg - 0,1; PeCl^ -

в следах. Источниками углерода являлись глюкоза или сукцинат 

в концентрациях 5 г/л (при pH среды 7,4). 

Для получения бесклеточных экстрактов клетки бактерии 

выделяли из питательной среды в середине логарифмической фа­

зы роста культур центрифугированием в холоде при 8000g и 
+4° С в течение 20 мин и промывали фосфатным буфером (pH 7,5; 
50 мМ). Промытые клетки замораживали и разрушали прессом ти­

па Hughes при -35° С. Осколки клеток удаляли центрифугиро­

ванием в холоде при 18000 g в течение 20 мин. Надосадочную 

жидкость использовали для определения активностей ферментов. 

Составы реакционных смесей,при составлении которых исходили 

из общеизвестных методик,приведены в таблице I. Белок опре­

деляли по Лоури (Lowry et al., I951). 

В опытах по изучению роли циклического АМФ в образовании 

ферментов ЦТК бактерии выращивали на вышеуказанной среде с 

глюкозой. Из культуры в логарифмической фазе роста клетки 

собирали центрифугированием и промывали питательной средой, 

не содержащей источника углерода. Суспензию промытых клеток 

разделили на 5 частей и затем инкубировали в течение б часов 

в минеральной среде со следующими органическими соединения­
ми: I. Глюкоза - 0,5%; 2. Глюкоза - 0,5% и циклический АМФ -

2,5 мМ; 3. Сукцинат - 0,5%; 4. Сухцинат - 0,5% и глюкоза -

0,5%; 5. Глюкоза - 0,5%; сукцинат - 0,5% и циклический АМФ -

2,5 мМ. Активности ферментов Ц'Ж определяли до и после инку­

бации клеток в указанных средах. 

Результаты и их обсуждение 

Активности ферментов цитратного цикла у Bacterium agile 

var. nartlebii зависят от источника углерода в питательной 

среде. В клетках, выращенных на минеральной среде с сук-

цинатом, активности ферментов ЦТК до 5 раз превышают те 

же активности клеток, выращенных (на срезе с глюкозой) 

64 



Т а б л и ц а  I  

Составы реакционных смесей для определения активности ферментов 

цятратного цикла. Концентрация выражена в мкмолях/мл, , объем смеси 2,0 мл/ 

Фермент и * КФ Состав реакционной смеси (мМ) Определяемое 
«оединение Л (ям) елмм 

I : 2 : 3 : 4 : 5 

Аконятат-гид ре-

таза 4.2.1.3 

Сукцинатдегидро­

ге наза 1.3.99.1 

Зумарат-гидра-

таза 4.2.1.2 

  латде гад ро ге­

на за I.I.I.37 

Оксоглутаратде-

гадрогеназный 
комплекс 

Фосфатный буфер (pH 7,4; 50), цитрат натрия цис-ахонитат 

(30), бесклеточный экстракт (0,4-0,8 мг бел­

ка) 

Фосфатный буфер (pH 7,6; 100), К^еССЛО^ Кз$е(1»6 

(0,5), сукцинат натрия (20), КСИ(2), ЭДТА 

(I), бесклеточный экстракт (2-3 мг белка) 

Фосфатный буфер (pH 7,3; 100), фумарат нат- фумарат 

рия (25), бесклеточный экстракт (0,5-1 мг 

белка 

Фосфатный буфер (pH 7,4; 92), l -аспартат ЯаШ 

натрия (39), 2-оксоглутарат (I), hadh 

(0,18), аспартатаминотрансфераза (310 мЕц/мл), 

бесклеточный экстракт (2-5 мкг бежа) 

Трис-буфер (pH 7,6; 50), 2-оксоглутарат (I), nadh 

коэнзим А (0,1), IAD+ (2), ТРР (0,2), глу-

татион (3),MgCl2 (I), бесклеточный экстракт 

(I мг белжа) 

240 

420 

300 

340 

340 

3,54 

1,03 

0,106 

6,3 

6 , 3  



' та;;,. 2 ) . Эти результаты позволяют заключить, что синтез 
ферментов ЦТК частично подвергается катаболитной репрессии 

глюкозой. По этому феномену исследованная штамма bacterium 

agile var. hartlebii отличается от аэробных бактерий рода 

Pseudomonas, у которых подавления синтеза ферментов ЦТК 
глюкозой не обнаружено (Tiwary, Campbell, 1969). 

Т а б л и ц а  2  

Активности ферментов цитратного цикла в бесклеточных 

экстрактах Bacterium agile var. hartlebii при выращи­

вании на разных источниках углерода и азота 

(в нмолях/мин/мг белка) 

Источники 
углерода и 
азота 

Сукцинат-
дегидро-
геназа 

Jyмарат-
гидра-
таза 

Аконитат-
гидра-
таза 

Малат-
деги-
дроге-
наза 

Оксоглу-
таратде-
гидроге-
наза 

Сукцинат +НН| 13,4 394 3694 

Сукцинат 4Ö0Õ 26,2±1,5 1225±142 45*5,3 4282 49,2 

Глюкоза +N0Õ 
(в) d 

а / б 

16,6±1,3 323±154 54±8,9 821+86 7,9 Глюкоза +N0Õ 
(в) d 

а / б 0,51 0,32 0,86 

б / в 1,6 3,8 0,8 5,2 6,2 

У многих факультативных бактерий, катаболизирующих глю­

козу путем гликолиза, в регуляции синтеза ферментов, подвер­

гающихся катаболитной репрессии, участвует циклический АШ>. 

Как показывают результаты наших опытов (табл. 3), цикли­

ческий Ai® в концентрации 2,5 мМ при наличии в инкубационной 
среде сукцината полностью снимает вызванную глюкозой репрес­

сия синтеза ферментов ЦТК. В инкубационной среде, содержащей 

.•.сикозу и циклический АМФ, синтез ферментов ЦТК остается 

-»пассированным. Следовательно, для возобновления синтеза 

*•;. 'О ИТ OB ЦТК у Bacterium agile var. hartlebii требуется 

аг,,./временно высокий уровень внутриклеточного циклического 

U п наличие индуктора (сукцината). Аналогичный тип регудя-

: j синтеза бета-галактозидазы и триптофаназы обнаружено у 

ii, eeli (Perlman, Peatan, 1969), изоцитрат-лиазы у Pseudo­

monas MA (Bellion, Kim, 197В) и Nocardia aalmonicolor(Weet-
wood, Higgine, 1976) и ряда других ферментов (обзор этих 

работ см. Rickenberg, 1974 и Paetan, Adhya, 1976). 
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Т а б л и ц а  3  

Активности ферментов цитратного цикла в бесклеточных 

экстрактах Bacterium agile var. hartlebii после 

адаптации на разных источниках углерода 

(в % от активности на сукцинате) 

Вариант 
Сукцинат-
дегидро-
геназа 

Фумарат-
гидра-
таза 

Аконитат-
гидра-
таза 

Малатде-
гидро-
геназа 

Глюкоза 21 55 60 4с; 

Глт.-хоза + цАМЬ Ь5 Ь5 Ь4 45 

Глюкоза + сукцинат + 
+ цАМФ 108 116 140 УД 

Глюкоза + сукцинат 47 79 94 Ы 

Сукцинат 100 100 100 100 

Регуляция синтеза ферментов Ц1К у Bacterium agile var, 

hartlebii по-видимому, более сложная, чем у вышеуказанных 

ферментов. В данном случае глюкоза вызывает только частичную 

репрессию образования ферментов ЦТК и цикл продолжает функ­

ционировать в клетках, растущих на среде с глюкозой, Кроме 

того, источники углерода (глюкоза, сукцинат) не являются 

единственными факторами, влияющими на образование ферментов 

ЦТК. Замена в питательной среде нитрата на аммиак ведет к 

2-3-кратному уменьшению активности ферментов ЦТК (табл. 2). 

Следовательно, увеличение энергетических потребностей илеток 

в связи с восстановлением нитрата вызывает дополнительную 

активацию синтеза ферментов ЦТК. 

Взаимосвязь между энергетическими и анаболическими пот­

ребностями клеток, с одной стороны, и активностями фермен­
тов, с другой - установлено у е. coli и В. subtilie (Gray 

et al., 1966; Tanaka, Haneon, 1975). 

Участвует ли в этом процессе циклический Aifö - не изве­

стно. Возможно, что в регуляции синтеза ферментов ЦТК у 

Bacterium agile var.hartlebii участвует несколько автоном­
ных механизмов и опосредованная циклическим Ato катаболктка/ 

репрессия является одним из них. 
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Заключение 

Образование ферментов ЦТК в Bacterium agile var.hartle­

bii регулируется источниками углерода и азота. Синтез фер­

ментов ЦТК частично подавляется при роста на среде с глюко­

зой и активируется на среде с сукцинатом, а также при пере­

ходе клеток от использования аммиака на использование нитра­

та. Циклический АШ> опосредует вызванную глюкозой репрессию 

синтеза ферментов ЦТК. 
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THE 1ЖРШЕЯСВ OF CICLIC ADENOSINE MONOPHOSPHATE 

OH THE FORMATION OF THE TRICARBOXYLIC AOID EHZYMES 

IS A DENITRIFYING BACTERIUM BACTERIUM AGILE 

VAB. HARTLEBII 

L.A. Kuhlberg, B.E. Väärand 

S u m m a r y  

The dependence of the tricarboxylic acid (TCA) cycle 

enzyme activities in Bacterium agile var. hartlebii B-554 
on the carbon source and nitrogen source was investigated. 
The synthesis of the TCA cycle enzymes was partly Inhibited 
during growth of bacteria in glucose medium and activated 
while growing on succinate. The activities of the TCA cycle 
enzymes in the cells grown in the presence of nitrate were 
higher than in the cells grown with addition of ammonia. 
The catabolite repression cauöed by glucose In totally re­
versed by cyclic AMP in the presence of succinate as In­

ducer. It is supposed that cyclic AMP-mediated catabolite 

repression is involved in the regulation of the synthesis 

of the TCA cycle enzymes. 
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ЯВЛЕНИЕ АУТ08АГ0ЦИТ03А ГРИ ПЕРЕВОДЕ 

КЛЕТОК В ТКАНЕВУЮ КУЛЬТУРУ 

Ю.К. Кярнер 

При разработке разных вопросов клеточной биологии нами 

использованы эмбриональные фиброблеоты курицы первичной тка­

невой культуры в латентной фазе р£...&'лш (Кярнер, 1966а, б, 
1971; Вейдебаум, Кярнер, 1973, 197.3: г др.). Каким образом 

культивируемые клетки различаются походных - этот вопрос 

на самых различных уровнях при применении метода тканевых 

культур остается актуальным до последнего времени. Перевод 

клеток из организма в культуру, несомненно, оказывает на. 

клетки сильное травматизирухнцее действие. Для оценки степени 

такого воздействия мы изучали явление аутофагоцитоза, кото­

рое обычно рассматривают как оублетальную реакцию клеток к& 

разные повреждающие фактора ( da Duva, Wattiaux, 19665 Deter 

et al. , 1967). 

Материал и методика 

Были изучены фибропласты подкожной соединительной ткани 

9-суточных куриных эмбрионов до и после трипсинизации и по­

следующей культивация, Трипсинизации подвергались мелкие ку­

сочки ткани размерами не более I мм3. Трипсин применялся в 

концентрации 0,25% в изотоническом растворе, содержащем глю­
козу, калий и натрий. pH рабочего раствора было около 7,4-

7,6. Трипсянизация проводилась на магнитной мешалке и клетки 

удаляли через каждые 10 минут. Раствор трипсина с клетками 
охлаждали на льда и центрифугировал и со скоростью до 1000 

об/мин. Затем заливали надосадочную жидкость и клетки сус­

пендировали снова, выливали надосадочную жидкость и клетки 
суспендиров-.ли в питательной среде для фибробластов (Puck et 

ai., 1956). Культуры выращивали на кусочках покровных стекол 

во фяаходчх из-под пенициллина. Как покровные отекла, так и 

фяаконк бкяк обработаны по прописи Роде и соавторов (1957). 

Ку )лт«£Н лодкояной соединительной ткани, а также клетки 

поCJ.& грйлсинизации и во второй день после посева фиксирова­

ли последовательно в 2,5%-ном глутаральдегеде и 1%-ном те?-
гйокеице осмия забуференными с 0,1 М какодилатом натрия ь 



заливали в апон-812. Ультратонкие срезы изготовляли на уль-

тратоме ЖБ-8800, контрастировали уранилом ацетата и цитра­

том свинца ( Reynolds, 1963) и изучали под электронными мик­

роскопами УЭМВ-ЮОВ и ЭЕМ-ЮОЛМ. 

Результаты исследований 

Фибробласты подкожной соединительной ткани характеризую­

тся множеством рибосом, которые в виде полисом располагаются 

в относительно плотной основной цитоплазме (в цитозоле), или 

прикреплены к мембранам эндоплазматической сети (рис. 1,2, 

3). Микротрубочки являются обычным компонентом зоны Гольдки 

(рис. I и 3), а микрофиламенты собираются в пучки под плаз­

матической мембраной (рис. 2). Цистерны шероховатой эндо­

плазматической сети имеют продолговатую форму преимуществен­

но с узким просветом, который наполнен умеренно плотным 

мелкозернисты« веществом. Более круглые расширения цистерн 

со светлым содержимым обнаруживаются лищь местами. Комплекс 

Гольджи вокруг центриолей состоит из отдельных диктиосом 

(рис. I, 3). Последние содержат 4-5 своего рода уплощенных 

мешочков, которые окружены как гладкими, так и окаймленными 

пузырьками. В единичных клетках вблизи диктиосом встречаются 

аутофагосомы, окруженные двумя мембранами и содержащие уча­

стки интактной цитоплазмы (рис. 3). Вакуоли с глыбками элек-

тронноплотного материала обнаруживаются в большем количестве 

(рис. I, 3). Митохондрии обладают плотным матрикеом и немно­

гочисленными беспорядочно расположенными перегородками. Еди­

ничные капли жира разбросаны в цитоплазме без особой законо­

мерности. Все фибробласты тесно связаны с коллагеновыми во­

локнами. 

Сразу после трипсинизации и последующего центрифугирова­

ния в клетках обнаруживаются незначительные изменения. Как 

правило, основная цитоплазма, матрикс митохондрий и содержи­

мое цистерн эндоплазматической сети сохраняют свою плотность 

(рис. 4, 5, 6). Частичное набухание обнаруживается лишь в 

единичных митохондриях. Цистерны шероховатой эндоплазматиче­

ской сети узкие и длинные. Хотя в этом отношении морфологи­
ческие измерения не проводились, их количество по сравнению 

с интактной тканью оказывается повышенным. Местами цистерны 

образуют округлые плотные вздутия. Часть мешочков в диктио-

сомах комплекса Гольджи расширена. Микротрубочки и -филамен-

ты сохранены в цитоплазме noose описанной обработки. Чаде 
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встречаются структуры лнзосомального ряда. Они представляют­

ся в виде светлых вакуолей, которые содержат фрагменты цис­

терн шероховатой эндоплазматической сети, мелкие пузырьки и 

скопления электронношготного материала (рис. 4, 5, 6). Дис­

социация вызывает местами образование на поверхности клеток 

коротких округлых выростов, часть которых, по-видимому, от­

рывается (рис. 6). Такие выросты содержат множество рибосом, 

которые после изоляции выроста наблюдаются только в виде мо-

носом. Между диссоциированными клетками располагаются колла-

геновые волокна и мембранный дебрис. 

Клетки, прикрепленные к стеклу, на второй день после по­

сева обладают уже заметными особенностями (рис. 7, 8). Ос­

новная цитоплазма менее плотная и количество рибосом в ней 

уменьшено. Микротрубочки встречаются гораздо реже. Зато мик-

рофиламенты наблюдаются как слоем под плазматической мембра­

ны, так и в виде сеточки в остальной цитоплазме. Цистерны 

шероховатой эндоплазматической сети имеют неравномерные 

очертания и часто переходят в ряды пузырьков. Плотность ин-

трацистернальной полости уменьшена. Мешочки в диктиосоыах 

короткие и располагаются более рыхло (рис. 7). Количество 

мелких пузырьков увеличено. Матрикс митохондрий светлый.Сле­

дует отметить многочисленность лизосом (см. Кярнер, 1976) . 

Их матрикс варьирует в больших пределах и бывает как светлым 

(рис. 8), так и электронноплотным (рис. 7, 8). Разные мемб­

раны, в частности мелкие пузырьки в матриксе лизосом, указы­

вают на их связь с аутофагоцитозом. Аутофагосомы с более ин-

тактным содержимым локализуются вблизи кошиекса Гольджи. 

Обсуждение 

Н.Г. Хлопиным (1946) показано, что первичные кусочковые 

эксплантаты представляют собой дифференцирующиеся тканевые 
системы, в которых ткани сохраняют свои гистобластические 

потенции. То же самое относится и к трипсинизированным пер­

вичным тканевым культурам (Михайлов, 1959; Пыпьдвере, 1963; 
и др.). Легко, подвергаются культивированию незрелые эмбрио­

нальные ткани, где процент камбиальных элементов относитель­

но высокий и многие клетки еще далеки от своей терминальной 

дифференциации. Км показывают наши неопубликованные данные, 

большинство из прикрепленных и распластанных на стекле кле­

ток интенсивно включает радиотимидин. Цитологические особен-
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ности при переводе клеток в культуру можно трактовать исходя 

из двух позиций: культивирование как активация к пролифера­

ции и культивирование как повреждение. 

Одним индуктором деления следует считать обработку кле­

ток трипсином (Яоопап, Burger, 1973). Однако давно изве­

стно, что самым главным фактором пролиферации является сыво­

ротка в составе питательной среды. Вообще предполагают, что 

клетки в организме выполняют разные функции лишь при соот­

ветствующей стимуляции (Amos, 1967), что именно сыворотка 

содержит различные системы контроля лежащих в основе плейо-

типической активации клеток (Freiin, 1978), в том числе их. 

пролиферации ( Mongomery, Tillee, 1971; Oey et al., 1974; 
Armeiin, Ärmelin,1978). Такой процесс активации при наличии 

сыворотки приносит с собой интенсивное накопление лизосомо-

подобных структур ( Gropp, I960; Flaxman, Mulnard, I961; 

Кярнер, 1963). 

Функция лизосом, в частности в форме аутофагии, тесно 

связана с поддержанием клеточного "здоровья"( de Duve, 1969)., 

Правильность такого рассуждения подтверждают следующие при­

меры: сегрегация потенциально токсических материалов, удале­

ние поврежденных компонентов клетки и реутилизации последних 

путем их переваривания. 

Аутофагоцитоз наблюдается при самых различных повреждаю­

щих факторах ( de Duve, Wattiaux, 1966), в том числе при из­

бытке некоторых витаминов и гормонов (Ashford,Porter, 1962; 

Deter, de Duve, 1967). Трипсинизация вызывает глубокие 

превращения клеточной поверхности (Overton, 1968) и сама 
индуцирует увеличение количества лизосом (Friedman et al., 

1969). А сыворотка может быть источником избыточных биологи­

чески активных веществ и тоже способствует образованию лизо­

сом и это без ожидаемой интенсификации эндоцитоза (Flaxman, 

Mulnard, I961). Итак, оба вышеописанные стимуляторы деления 

являются одновременно повреждающими агентами. 

Многочисленность лизосом и их крупные размеры свидетель­

ствуют уже о хроническом характере повреждения клеток в тка­

невой культуре ( Buckley, 1973). Причины такого повреждения 

можно найти во многих условиях культивирования, которые не 

соответствуют требованиям культивируемых клеток. До сих пор 

мы не умеем учитывать питательные надобности всех клеток 

( Waymouth, 1967). То же относится к концентрации водородных 

ионов. Так, показано (Lie Sverre et al., 1973), что фниро-

бласты человека имеют в культуре нормальный вид только при 



pH 6.8, а при pH 7.7 (что гораздо ближе к общепринятым нор­

мам) в них наблюдается интенсивный аутофагоцитоз. Несоответ­

ствие предполагает и в осмотическом давлении среды, что ока­

зывает влияние как увеличение размеров лизосом (Buckley, 

1973), так и везикуляцию диктиосом (Menefее,Evans, I960). 

Изучение влияния парциального давления кислорода на пролифе­

рацию клеток выявило, что прирост эмбриональных фибробластов 

был в 10 раз выше при 556 кислорода, по сравнению с обычным 

культивированием при 18% кислорода в воздухе (Bradley et 

al., 1978). Свой отпечаток на морфологию клеток в культуре, 

несомненно, оказывает и распластывание на твердый субстрат, 
что вызывает и искажения в клеточном скелете (Van Peteghem, 

Mareel, 1978). 

Итак, перечисленные факторы показывают, что в настоящее 

время условия тканевых культур оказываются доя клеток часто 

экстремальными. А в таких условиях реутилизация клеточных 

компонентов после их переваривания в лизосомах приобретает 

особое значение.л связи с этим нельзя оставлять без внимания 
и очевидное отрывание клеточных выростов, которое называют 

клазматозом (более подробно см. Поликар, Бесси, 1970). Эти 

же авторы считают клазматоз тоже чрезвычайно важным процес­

сом для повторного использования фрагментов клетки. Рассмат­

риваемое явление весьма любопытно и в том отношении, что 

клетки способны отторгать часть белок-синтезирующего аппара­

та (Pfeifer, Guder, 1975) и тем самым часть плазматической 

мембраны. Во всяком случае это обстоятельство следует иссле­

довать более подробно. 

Из вышеизложенного вытекает, что перевод клеток в ткане­

вую культуру связан с глубокими перестройками их морфологии 
и метаболизма. Тем более удивительно то, что "строгая специ­
фичность тканей" как "эмпирическая закономерность" (Михайлов, 

1967) остается в силе и в таких экстремальных условиях. 

Выводы 

Диссоциация трипсином подкожной соединительной ткани 

9-суточных куриных эмбрионов вызывает в цитоплазме фибро­

бластов следующие изменения: увеличение количества аутолизо-

сом, расширение мешочков комплекса Гольджи и местами клазма­
тоз богатых рибосомами выростов. Прикрепленные и распластан­
ные на стекле фибробласты характеризуются малой плотностью 

основной цитоплазмы, везикуляцией комплекса Гольджи, отсут-
74 



ствием микротрубочек и обилием лиэосом. Обсуждается роль ус­

ловий диссоциации и последующей культивации у активации и 

повреждении клеток. 
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OBSKRVATIOH OB ADTOPHAGOCATOSIS PRODUCED BY 

TISSUE CULTURING TECHNIQUE 

J.K. Kirner 

S a a m a г у 

Chick embryonic fibroblasts dissociated by trypsin 

show an increase in the number of autophagic vacuolea,di­

latation of saccules of the Golgi complex and locally re­

veal shedding of ribosome-filled blebs. Oc the second day 

after seeding the cells have a low density cytoplasm and 

vesicular Golgi complex. Microtubules are not visible any 

more. The most striking aspect of cultured fibroblasts is a 

high number of lysosoa.ee. $hey contain membraneous debris 

and obviously arise by autophagocytos^s. the role of cul--

turing conditions in stimulation for division as well as in 

damaging is discussed. 
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ИЗУЧЕНИЕ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК КРОВЕТВОРНОЙ 

ТКАНИ В ТКАНЕВОЙ КУЛЬТУРЕ 

А. Пийрсоо 

Под влиянием стромы кроветворного органа стволовая кро­

ветворная клетка дифференцируется в коммитированные клетки-

предиественники одной из возможных линий днфференцировки 

( Wolf, Trentin, 1968). Однако вопросы о клеточном составе 

стромы кроветворных органов и гистогенетическшс связях между 

разными типами стромальных клеток остаются окончательно не­

выясненными и требуют еще всестороннего экспериментального 

изучения. С использованием методов тканевой культуры, свето­

вой и электронной микроскопии нами изучались рост и диффе-

ренцировка разных стромальных клеток селезенки эмбрионов и 

новорожденных (до 2-дневного возраста) мышей. Работа выпол­

нена на кафедре генетики и цитологии и в лаборатории генети­

ки и молекулярной цитологии НИИ Общей и молекулярной патоло­

гии ТГУ. 

Материал и методика 

Материалом исследования служили тканевые культуры кусоч-

ковых эксплантатов селезенки. Эксплантаты выращивали как на 

покровных стеклах, так и на мембранных фильтрах (SynporF 8) 
в лежащих флаконах из-под пенициллина. Длительность культи­

вирования эксплантатов была до I месяца. 

Обзорные препараты окрашивали гематоксилин-эозином, тио-

нином и азур-П-эозином. Клеточные границы серебрили по мето­

дике Ранвье. Для электронномикроскопического изучения 

культуры фиксировали отдельно в 2,5%-ном глутаровом альдеги­
де и 1%-ном растворе четырехокиси осмия, забуференном како-

дилатом натрия. Материал заливали в епон-812. Полутонкие 

срезы окрашивали полихромно метиленовым синим - азур-П-эози­

ном и фуксином по методу Hymphrey, Pittmann (1974). Ультра­

тонкие срезы изготовляли на ультратоме ЖБ-8800 и окрашивали 

ацетатом уранила и цитратом свинца по Reynolds (1963). Пре­

параты просматривали в микроскопе УЭМВ-100В. 
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Результаты 

В зоне роста культуры эмбриональной селезенки новорож­

денных мышей отмечается 3 типа роста стромальных клеток: 

Фибробдастический - характерен для фибробластоподобных кле­

ток - фибробластов, ретикулярных клеток и эндотелиаяьных 

клеток, растущих в виде тяжей и трабекул; эпителиальный -

характерен для эндотелия и мезотелия; макрофагальный - ха­

рактерен для распластанных высокодифференцированных макрофа­

гов. Зоны соответствующих типов клеток расположены более или 

менее отдельно друг от друга, в разных участках зоны роста. 

Изучение эксплантатов на полутонких срезах показывает, что 

после первичных изменений в начале культивирования (миграция 

и дегенерация клеток), клеточный состав эксплантата стабили­

зируется и состоит, в основном, из 5 типов стромальных кле­

ток: фибробластов, ретикулярных клеток, 2 типа эндотелиаль-

ных клеток и макрофагов. Реже центральный эксплантат покрыт 
мезотелиальными клетками. 

Ф и б р о б л а с т ы  н е  о т л и ч а ю т с я  о т  т и п и ч н ы х  к о л -

лаген-продуцирующих соединительнотканных фибробластов. Фиб­

робласты (рис. 1) имеют одно овальное ядро, в котором обычно 

располагается крупное ядрышко. Хроматин локализуется равно­

мерно по всей кариоплазме. Лишь возле ядерной оболочки отме­

чается небольшое уплотнение хроматина. Б культуре фиброблас­

ты характеризуются светлой цитоплазмой в отличие от сильной 

базофильности фибробластов интактной селезенки. В цитоплазме 
фибробластов располагается большое количество свободных ри­

босом и полисом, а также расширенные цистерны гранулярной 

цитоплазматической сети. Импрегнация аргирофильных волокон 

по Карупу, полихромное окрашивание полутонких срезов и элек-

тронномикроскопическое исследование показывают,что эти клет­

ки окружены соединительнотканными фибриллени и волокнами. В 

ходе культивирования увеличивается количество межклеточного 

материала. 
Рост фибробластов в культуре происходит в основном за 

счет менее дифференцированных фибробластов. 
Р е т и к у л я р н ы е  к л е т к и  н е  о к р у ж е н ы  с о е ­

динительнотканными фибриллами и волокнами и они похожи на 

мезенхимные клетки эмбриональной селезенки, описанные в ра­

ботах Zamboni, Weistin, 1964 и Weiss, 1976. Ретикулярные 

клетки (рис. 2) тесно соприкасаются своими плазматическими 
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мембранами. В светлой цитоплазме ретикулярных клеток распо­

лагается относительно небольшое количество рибосом и поли­

сом. В широкой околоядерной зоне пластинчатого комплекеа 

располагается несколько диктиосом и окружающие их большое 

число ыикропуэырьков, большинство из которых окаймленные. 

Т и п и ч н ы е  м о н о н у к л е а р н ы е  ф а г о ­

циты или макрофаги (рис. 3) распластыва­

ются на свободной поверхности субстрата. В отдельных случаях 

распластывание происходит и на поверхности зоны роста фибро-

бластоподобных клеток. Эти высокодифференцированные макрофа­

ги растут в культуре разобщенно и лишь изредка наблюдается 

межклеточные контакты. В цитоплазме макрофагов четко выявля­

ется эндо- и эктоплазма. Эти клетки наблюдаются и внутри 

центрального эксплантата. 
Среди изученных макрофагов всегда встречаются и много­

ядерные гигантские клетки или симпласты, количество ядер в 

которых колеблется в очень больших пределах. Типичные высо­

кодифференцированные мононуклеарные фагоциты характеризуются 

прежде всего выраженным лизосомальным аппаратом,который сос­

тоит из первичных лизосом, ауто- и гетерофагосом, остаточных 

телец, многопузырчатых телец и миелиновых фигур (рис. 4).Ко­

личество фагосом увеличивается в ходе культивирования. 

Среди высокодифференцированных фагоцитов встречаются 
клетки, которые заполнены большими (до 1-2 мкм) азурофильни­

ми дегенерирующими эритроцитами и их обломками (рис. 5). 

М о н о н у к л е а р н ы е  ф а г о ц и т ы  с  
э л е к т р о н н о п л о т н ы м и  г р а н у л а м и  ( р и с .  

5) отличаются от типичных высокодифференцированных макрофа­

гов тем, что у них основными лизосомальными структурами яв­

ляются плотные тельца, а типичные фагосомы с гетерогенным 

содержанием почти отсутствуют. Характерным признаком етнх 
клеток является и наличие обширного пластинчатого комплекса 
(рис. 7), где иногда даже в одном срезе видны 6-8 диктиосом. 

Вокруг диктиосом наблюдается большое количество мелких пу­

зырьков (50-100 А) разного типа: окаймленные,светлые, элек-

тронноплотные. 

В ходе культивирования во многих плотных тельцах проис­

ходит образование миелиновых фигур (рис. 8).Важно отметить, 

что дифференцирующиеся неитрофильные гранулоциты имеют не­

случайные контакты с этими мононуклеарными фагоцитами. 

Э н д о т е л и а л ь н ы е  к л е т к и  ( р и с .  9 ,  1 0 )  



растут в зоне роста культуры как эпителиоморфно (на свобод­

ной поверхности стекла), так и в виде тяжей и трабекул (на 

подслое фибробластоподобных клеток). В эксплантате после ис­

чезновения гистотипической структуры эндотелиальные клетки 

синусов невозможно отличить от окружающих фибробластоподоб-

ных клеток. Эндотелиальные клетки артериол теряют свою по­

лярность и материал базальной мембраны окружает клетки со 
всех (jTuj-uH (рис. II), 

М е з о т е л и а л ь н ы е  к л е т к и  о р г а н и ч е с к и  

не входят в состав стромы селезенки, их исследование оправ­

дано тем, что они являются постоянными компонентами многих 

культур, так как в составе эксплантата часто остаются мезо­

телиальные клетки, окружающие капсулу селезенки.Мезотелиаль­

ные клетки растут также эпителиоморфно, но в зоне их роста 

всегда наблюдаются и гетероморфные разрастания и группы не-
распластанных клеток, которые характерны только для мезоте-

лия (рис. 12). 

Обсуждение 

Клетки лимфоидных и кроветворных тканей и крови были од­

ними из первых, которые изучались в внеорганизменных услови­

ях (Carrel, Burrows,1910). Но в морфологической идентифика­

ции клеток кроветворной ткани как in vivo так и in vitro 

существуют разногласия и в настоящее время(Старостин и Мичу­

рина, 1977). С целью получения новых детальных сведений о 

морфо-физиологии стромальных клеток кроветворных органов 

предпринята и настоящая работа. 
Изучение стромальных клеток селезенки эмбрионов и ново­

рожденных мышей на использованной нами экспериментальной мо­
дели показывает, что в условиях тканевых культур происходит 

специфическая дифференцировка разных типов' стромальных кле­

ток. Образующиеся зоны разных стромальных клеток вокруг экс­

плантата изолированы друг от друга, т.е. обычно эти зоны яв­

ляются более или менее чистыми зонами одного клеточного ти­

па. Центральный эксплантат мы можем рассматривать как орган­

ную культуру, где в начале культивирования происходит упро­

щение клеточного состава из-за дегенерации и миграции многих 

клеток, а позже клеточный состав стабилизируется. 
Фибробластоподобные клетки в изученной культуре пред­

ставлены настоящими фибробластами, окруженными межклеточными 

фибриллами или (и) настоящими коллагеновыми волокнами и ре­



тикулярными клетками, вокруг которых межклеточный материал 

отсутствует. В литературе термин "ретикулярная клетка" ("ре-

тикулумная клетка") настолько запутан, что при пользовании 

им необходимо всякий раз указывать характерные признаки наз­

ванных клеток. Мы пользовались им именно в отношении тесно 

располагающихся фибробластоподобных клеток, которые не окру­

жены межклеточными фибриллами и волокнами и тем самым строго 

отличаются от типичных фибробластов. 

Происхождение и гистогенетические связи этих двух типов 

фибробластоподобных клеток окончательно не выяснены. Предпо­
лагаем, что увеличение количества этих клеток происходит за 

счет менее дифференцированных клеток данного типа, имеющихся 
в исходном материале (Пийреоо, 1979). ларактерные для селе­
зенки электронноплотные фибробласты (Баранов, 1974; Пийреоо, 

1979) в виду высокой специализации нежизнеспособны в услови­

ях тканевых культур. В изученных культурах нам не удалось 

идентифицировать дендритные ретикулярные клетки, которые и по 
данным steinman et ai., 1974 отсутствуют у новорожденных 

мышей. 

Мононуклеарные фагоциты или макрофаги охарактеризованы 

во всех работах о культивировании кроветворных и лимфоидных 

тканей. Анализируя литературные и собственные данные, можно 

уверенно сказать, что "блуждающие клетки" (wandering cells) 

в работе Lewis, Webster (1921), "ретикулярные полибласты" 

(reticular cell polybiast) в работе Максимова (1916), рети­

кулярные клетки Ш типа в работе Hiraki et ai. (1965) и т.д. 

соответствуют истинным мононуклеарным фагоцитам. 

На свободной поверхности стекла высокодифференцированные 
макрофаги растут разобщенно. Причиной изолированного роста 

клеток является наличие подвижных ундулирующих мембран, ко­

торые препятствуют контактированию клеток (Berman, Stalberg, 

[966), и отрицательные заряды клеточных мембран (Skuteisky, 

Danon, 1969). Выраженный лизосомальным аппарат со всеми ти­

пами лизосом является характерным для всех зрелых мононукле-
арных фагоцитов. Типичные мононуклеарные фагоциты в культуре 
происходят как из высокодифференцированных клеток исходного 
материала, так и путем созревания макрофагов в культуре. Со­
зревание макрофагов в культуре можно сравнить с процессом 
активации макрофагов (Rhodes, 1975; Merlane!, Ksplar., Г-.77 •. 
Но важно отметить, что большое количество клеток мононук.,;-
арных фагоцитов не достигает зрелости и в культура клетки 
данного ряда дифференцировки сохраняются в стадиях vctK-f 'ас-

тов-промоноцитов. «•> 



Значительный интерес представляют нетипичные макрофаги, 

в которых образуются азурофильные электронноплотные грану­

лы, но в цитоплазме которых отсутствуют фагосоыы. По ультра­

структуре эти гранулы можно включить в систему лизосом под 

названием плотные тельца (Кярнер, 1976).Морфологически сход­

ные клетки охарактеризованы в работах Scott (1967), wisse 

et ai.,(1976). 

Предполагаем, что образование наблюдаемых электронно-

плотных гранул в этих клетках связано со специфической диф-

ференцировкой в условиях тканевых культур определенного типа 
клеток стромы, так называемых интердигитирующих ретикулярных 

клеток, неоднократно описанных в селезенке Pictet et ai., 

1969; Veerman, 1974). По литературным данным вышеназванные 

клетки относятся к системе мононуклеарных фагоцитов (van 

Bwijk et ai., 1974; Veerman, van Ewljic, 1975). Наличие двух 

разных типов макрофагов как в интактной селезенке (Пийреоо, 

1979), так и в культуре позволяет предположить, что в селе­

зенке имеется 2 популяции моноклеарных фагоцитов. Гистогене-

тическая связь между этими клетками требует специального 

изучения. 
Обнаруженные два разных типа роста эндотелиальных клеток в 

изученных культурах селезенки (в виде тяжей - и'рабекул и 

эпителиоморфно)позволяют предположить, что отмеченные в ин­

тактной селезенке различия между эндотелиальными клетками 

синусов и артериол сохраняются и в культуре. Это еще раз 

подтверждает положение Н.Г. Хлопина (1946), что эндотелий 

"проявляет себя как очень своеобразный в отношении своих 

биологических и гистологических свойств детерминированный 

тканевый тип". В настоящее время имеются прямые данные, ука­
зывающие на способность синтеза эндотелиальными клетками 

коллагенового материала (Goapodarowicz et ai., 1977; Levene, 

Heelop, 1977) в культуре. По нашим данным коллагеновый 

материал базальной мембраны не только сохраняется, но и уве­

личивается. В эксплантате эти клетки теряют полярность и ок­

ружены материалом базальной мембраны. 
Образующиеся разрастания мезотелиальных клеток в зоне 

роста очень похожи на реактивные разрастания мезотелия в 

опытах in vivo (Сапожникова, 1975). 
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A COMPARATIVE STUDY OF STROMAL CELLS OP 

HAEMATOPOIETIC TISSUE IH VITRO 

A.Piireoo 

S u m m a r y  

An investigation of the morphology and ultrastructure 

has shown that the types of stromal cells of foetal spleen 

in tissue culture may be classified into five distinct 

groups, each type having one or more characteristic fea­

ture. These cells are: fibroblasts, reticular cells, endo­

thelial cells,macrophages and mononuclear phagocytes, whose 

cytoplasm ia filled with dense lysosomes. 

The histogenesis of these cell types is discussed. 



КРОВЕТВОРЕНИЕ В KYJibTTPE ЭМБРИОНАЛЬНОМ СЕЛЕЗЕНКИ 

А. Пийреоо 

Под влиянием стромы кроветворного органа стволовая кро­

ветворная клетка дифференцируется в коммитированные клет-

ки-предшественники одной из возможных линий дифференцировки 

(Wolf, Trentin, 1968). Влияние микроокружения носит харак­

тер индуктивного воздействия (Trentin, 1970, 1976). Учиты­

вал то, что многое осталось неизвестным о контролирующих и 

регулятивных механизмах, которые определяют разные направле­

ния дифференцировки, упрощенные модели (тканевые культуры) в 

комплексе с современными методами цитологического анализа 

(электронная микроскопия, цитохимия и др.) могут дать суще­

ственные сведения о закономерностях дифференцировки крове­

творных клеток. 

Материал и методика 

Материалом исследования служили тканевые культуры кусоч­

ковых эксплантатов селезенки. Эксплантаты выращивали как на 

покровных стеклах, так и на мембранных фильтрах (Synpor   8) 
в лежащих флаконах из-под пенициллина. Длительность культи­

вирования эксплантатов была до 1 месяца. 

Обзорные препараты окрашивали гемотоксилин-эозином, тио-

нином и азур-П-эозином. Для электронномикроскогшческого изу­

чения культуры фиксировали отдельно б 2,5%-ном глутаровом 

альдегиде и 17,-ном растворе четырехокиси осмия, забуференном 
какодилатом натрия. Материал заливали в эпон-812. Полутонкие 
срезы окрашивали полихромно метиленовым синим - азур-П-эози­

ном и фуксином по методу Humphrey, Pittmann (1974). Ультра­

тонкие срезы изготовляли на ультратоме ЛКБ-bbOO и окрашивали 

ацетатом уранила и цитратом свинца по Reynolds (1963). Пре­

параты просматривали в микроскопе УЭМВ-100В. 

Результаты исследования 

В тканевых культурах кусочковых эксплантатов эмбриональ­
ной селезенки кроветворение продолжается в течение многих 

недель. Основными направлениями дифференцировки кроветворных 

клеток является созревание клеток нейтрофильных гранулоци-
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тов, мононуклеарных фагоцитов и мегакариоцитов. Эритропоэз в 

культуре эмбриональной селезенки не поддерживается. Проли­

ферация и созревание кроветворных клеток происходит как на 

поверхности слоя фибробластоподобных клеток (фибробласты и 

ретикулярные клетки), так и внутри эксплантата и между двумя 

слоями фибробластоподобных клеток или между слоями фибробла­

стоподобных клеток и макрофагов. 

Из дифферона мононуклеарных фагоцитов в культуре наблю­

дается большое количество нераспластанных монобластов и про-

моноцитов, которые расположены колониально на подслое фибро­

бластоподобных клеток (рис. I, 2). Большинство колоний со­

держит более 200-300 клеток. Для них характерны небольшие 

размеры (10-15 мкм), округлые или подковообразные ядра и ба-

зофильная цитоплазма с немногими азурофильными гранулами. В 

колониях монобластов промоноцитов всегда встречаются клетки 

в митозе. 
Злектронномикроскопический анализ подтверждает светооп-

тические данные о малодифференциро ванно сти вышеназванных 

клеток. В цитоплазме этих клеток наблюдаются полисомы, не­

большие цистерны цитоплазматической сети, отдельные мито­

хондрии с электронноплотным матриксом и лизосомы, а также 

небольшой пластинчатый комплекс (рис. 2). В ходе созревания 

увеличивается количество лизосом, появляются и отдельные фа-

госомы. Важно отметить, что большинство из этих малодиффе­

ренциро ванных клеток мононуклеарных фагоцитов не достигает 

зрелости и они сохраняются в таком состоянии в культуре дол­

гое время. 

Типичные колонии нейтрофильных гранулоцитов небольшие. 

Они содержат 10-20 клеток, которые располагаются довольно 

тесно (рис. 3, 4). Нередко в колонии можно наблюдать клетки 

в митозе. В миелоидных колониях встречаются клетки разных 

стадий дифференцировки; от миелобластов до зрелых нейтро­
фильных гранулоцитов. Интересно отметить, что в большом ко­

личестве имеются клетки с кольцевидными базофильными•ядрами. 
Происходящая in vitro морфологическая дифференцировка грану­

лоцитов в общих чертах не отличается от дифференцировки in 
vivo. 

Миелобласты (рис. 5) имеют овальное ядро с большим яд­

ром. Уплотнение хроматина в ядре возле ядерной мембраны не­

значительное. В цитоплазме наблюдаются немногие первичные 
(азурофильные) гранулы и многопузырчатые тельца, которые 

идентифицированы как незрелые первичные гранулы. 
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При созревании миелобласта происходит ряд изменении, из 

которых основными являются изменение ядерной морфологии (яд­

ра становятся более сегментированными), относительное увели­

чение электронноплотного хроматина и его периферическое 

скопление в ядре, а также увеличение количества цитоплазма-
тических гранул. 

Промиелоциты (рис. 6) характеризуются бобовидными или 

подковообразными ядрами с 1-2 ядрышками. Клетки с кольце­

видными ядрами в культуре представляют собой также типичные 

промиелоциты. Характерным признаком таких клеток является 

место расположения пластинчатого комплекса в центре клетки. 

В цитоплазме промиелоцитов наблюдаются многие электронно-

плотные первичные гранулы. В зоне пластинчатого комплекса 

локализуется много светлых пузырьков (40-150 нм) и гранул с 

электронноплотным содержимым. 

Миелоциты (рис. 7) имеют более изогнутое или сегменти­

рованное ядро и базофильную цитоплазму. В стадии миелоцита в 

цитоплазме появляются т.н. вторичные или специфические гра­

нулы нейтрофилов. До стадии миелоцита клетки пролиферируют-

ся. 
Важно отметить, что дифференцирующиеся нейтрофильные 

гранулоциты имеют тесные (в том числе и контакты типа "зам­

ка") контакты с мононуклеарными фагоцитами, имеющие элек-

тронноплотные гранулы (рис. 8). 

Использованные нами условия тканевых культур пригодны 

для мегакариоцитогенеза. Колонии (обычно смешанные, с грану-

лоцитами) расположены в основном в зоне роста между двумя 

слоями фибробластоподобных клеток (рис. 9). Почти всегда ме-

гакариоцитогенез коррелируется с интенсивным гранулопоэзом. 
Мегакариобласты (рис. 10) (30-50 мкм) имеют односегмент-

ное светлое ядро с 2-3 большими ядрышками. В ходе дифферен­

цировки отмечается увеличение размеров клеток и базофилии 
цитоплазмы. Ядра становятся более сегментированными, образу­

ются небольшие цитоплазматические отростки. В цитоплазме 

появляются азурофильные гранулы и светлые вакуоли с азуро-

фильным материалом в центре. 
Промегакариоциты (рис. II) (110-200 мкм) имеют многосег­

ментное ядро. Относительно светлая цитоплазма почти лишена 

азурофидьных гранул, но имеются небольшие светлые вакуоли. 

В цитоплазме мегакариоцитов (рис. 12) наблюдаются как 

светлые вакуоли, так и азурофильные гранулы. В цитоплазме 

мегакариоцитов можно различить три зоны: перинуклеарную, 
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центральную и периферическую. В перинуклеарнои и перифери­

ческой зонах располагаются многочисленные рибосомы, мито­

хондрии , отдельные канальцы цитоплазматической сети и не­

большое количество гранул. Характерной чертой центральной 

зоны является сильно развитая система узких цистерн в виде 

разветвленных трубочек в разрезе и наличие большого количе­

ства гранул. 

Часть электронноплотных гранул имеет гомогенное элек-

тронноплотное мелкозернистое содержимое и они окружены одной 

мембраной. Эти гранулы соответствуют «<- -гранулам тромбоци­
тов и нередко они обнаруживались внутри демаркационных тру­

бочек. Другая часть электронноплотных гранул по структуре 
идентична митохондриям, которые имеют лишь очень малые раз­

меры и несколько крист. Эти структуры считаются идентичными 

ß -гранулам тромбоцитов. Нередко в изученных мегакариоцитах 

обнаруживаются лизоеомы с гетерогенным материалом внутри их. 

Редко в колонии мегакариоцитарных клеток наблюдаются и тром­

боциты. 

Обсуждение 

Изучение дифференцировки кроветворных клеток на модели 

тканевых культур представляет интерес как в теоретических 

исследованиях, так и в практической медицине для вскрытия 

закономерностей регуляции дифференцировки и пролиферации 

кроветворных клеток. 

В отличие от клеточных культур других кроветворных орга­

нов (Лурия, 1972; Dexter et ai., 1973), где кроветворение 

обычно продолжается всего 5-6 дней, в тканевых культурах ку-

сочковых эксплантатов эмбриональной селезенки кроветворение 

поддерживается в течение многих недель. 

В изученных культурах кроветворение поддерживается в ос­

новном в трех направлениях: дифференцировка мононуклеарных 
фагоцитов, неитрофильных гранулоцитов и мегакариоцитов. 

Дифференцировка мононуклеарных фагоцитов характеризуется 

наличием большого количества нераспластанных монобластов и 

промоноцитов на подслое фибробластоподобных клеток. Эти 
клетки образуют колонии и делятся. 

Следует отметить, что в литературе нераспластанные мак­

рофаги идентифицированы как лимфоциты (AllgSver, Bulliger, 
I960; Tomatis, Wang, 1965 a,b,), но проведенный нами элек-

тронномикроскопический и гистохимические анализ четко указы­
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вает на макрофагальную природу этих клеток. 

В культуре большое количество этих изолированных клеток 
макрофагального ряда не достигает зрелости, и они сохраняют­

ся долгое время. 

В изученных нами культурах наблюдаются как чистые коло­

нии нейтрофильных гранулоцитов, так и колонии, в которых 

найдены клетки макрофагального ряда и (или) мегакариоциты. 

Сравнивая полученные данные с литературными в отношении 

морфологии дифференцирующих клеток (Wetzel et ai., 1967; 
Spicer et el., 196Э; Spicer, Herdin, 1969; Sainton et al., 

1971; Morris et al., 1977), можно заметить, что происходя­

щая in vitro дифференцировка гранулоцитов в общих чертах 

морфологически не отличается от дифференцировки in vivo. 

Мегакариоцитогенез в тканевых культурах эмбриональной 

селезенки происходит также без заметных отличий от данного 

процесса, происходящего в условиях in vivo, который пред­

ставлен неоднократно в литературе (Breton-Coriue, Guichard, 

1975; Bentfeld-Berker, Beinton, 1977; Inzumi et al., 1977). 

Значительный интерес представляет образование тромОоци-

тов в культурах, так как тромбоцитогенез в культурах ранее 

не был описан (Metcelf et el., 1975; McLeod et al., 1976). 

По теории гемопоэтического индуктивного микроокружения 

(ГИМ) дифференцировка стволовой кроветворной клетки контро­

лируется разными участками стромы кроветворной ткани (ста-

ростин И Мичурина, 1977; Wolf, Trentin, 1968; Haley et el., 

1975; Teveeeoli, 1975). 

Важность межклеточных контактов между разными клеточными 

типами отмечалась во многих работах (Ben-Iehay, 1974,1975; 

Weiss, 1976). 

Следует подчеркнуть, что постоянными компонентами всех 

изученных колоний гранулопоэза являются клетки ряда диффе­

ренцировки мононуклеарных фагоцитов. 
Нами наблюдались контакты между клетками из линии диффе­

ренцировки нейтрофильных гранулоцитов и мононуклеарными фа­
гоцитами со многими электронноплотными гранулами. Такие меж­

клеточные связи дифференцирующихся гранулоцитов и макрофагов 

(моноцитов) охарактеризованы и в литературе (Бенюмович и Цу-

ладзе, 1971; Ssuter, Kietler, 1970; Ben-Iehey, 1975). 
Мы полагаем, что вышеназванные клетки стромы образуют 

мияроонружение необходимое для дифференцировки нейтрофильных 

гранулоцитов. 
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HEMATOPOIESIS IH CULTUBB OP POSTAL SPLEHI 

A.Piirsoo 

S a m a a г у 

An ultrastructural analysis of haenatopoiesis in the 

tissue culture of foetal spleen has been carried out. 

Haematopoietic colonies of granulocytic (neutrophilic), 

megakaryocyte and macrophage types were observed and these 

colonies disclosed normal maturing cells at all stages of 

maturation. The maturational changes of the various cell 

types are described. Neutrophilic granulocytes were fre­

quently found to be in close contact with mononuclear 

phagocytes, whose cytoplasm was filled with dense lyso­

somes. 
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КОЛЕБАНИЕ АКТИВНОСТЕЙ ПЕРОКСИСОМНЫХ ФЕРМЕНТОВ В 

КЛЕТОЧНОМ ЦИКЛЕ МЕТАНОЛУСВОИВАЩИХ ДРОШЕЙ 

Я.А. Симвскер, Э.А. Талпсеп, Р.К. Кыйвеэр 

Результаты исследования динамики активности адкогольок­

сидазн в периодических культурах ( Veenhuis et al., 1978) и 

при различных режимах непрерывного культивирования ( van Di j-

ken et el., 1976) позволяют заключить, что содержание этого 

фермента в клетках метанолусваивающих дрожжей варьирует в 

широких пределах. В отношении причин колебания содержания 

алкогольоксидазы в клетках высказано два предположения. 

Во-первых, содержание алкогольоксидазы в клетках опреде­

ляется концентрацией метанола в среде. Алкогольоксйдаза име­

ет низкое сродство к метанолу и Ван-Диекен ( van Bijken et 

al., 1976) предполагает, что уменьшение скорости окисле­

ния метанола при низких концентрациях клетки компенсируют 

увеличением содержания алкогольоксидазы в клетках. 

Во-вторых, Веэнхуис с соавторами (Veenhuis et al., 1976, 

78) не обнаружил активности алкогольоксидазы в пероксисомах, 

перемещающихся из материнской клетки в образующиеся почки, и 

предполагает, что активность этого фермента у Haneenula po­

lymorphe зависит от стадии клеточного цикла.Последнее пред­

положение основывается только на результатах цитохимических 

исследований, что не позволяет оценить процесс количествен­

но. 
В настоящей работе мы поставили себе цель установить 

размеры колебаний активностей алкогольоксидазы и каталазы в 

клеточном цикле у Candida boidinii и Pichls pinus. 

Методика эксперимента 

В качестве объекта использовали метанолусввивающие дрож­

жи Candida boidinii и Pichia pinus из коллекции ВНИИ Ге­

нетики. 
Для получения клеток в определенных стадиях клеточного 

цикла были использованы два методических подхода. 

Во-первых, клетки из асинхронно растущих культур под­

вергали фракционированию в градиенте плотности сахарозу. 
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Во-вторых, метод синхронно растущих культур. Клетки для 

фракционирования выращивали в 5-литровых колбах при постоян­

ной аэрации с продуванием стерильного воздуха на среде сле­
дующего состава (г/л) : NB4)2S04-5,0, КН2Р04-1, MgS04-0,5, 

HaCi - 0,1 с добавкой микроэлементов и витаминов. Содержание 

метанола в среде равнялось 5 мл/л. Пробы дяя фракционирова­

ния клеток брали в начале, середине и в конце логарифмиче­

ской фазы роста. Пробы охлаждали до +4°С и клетки промывали 

дважды в 50 мМ фосфатном буфере, pH 7,5. Градиент сахарозы 

от 20 до 40 процентов приготовляли в центрифужных стаканах 
размерами h = 15 см и d = 5 см. На градиент наносили около 

8.10® клеток, суспендированных в 10 мл 50 мМ фосфатном буфе­
ре pH 7,5. До нанесения клеток градиент был охлажден до 

+4°0. Разделение клеток проводили центрифугированием при 

1300g в течение 10 мин. фракции клеток из градиента собира­

ли шприцем и промывали в 50 мМ фосфатном буфере, pH 7,5.Бес­

клеточные экстракты, используемые для определения активности 

ферментов, приготовляли путем разрушения замороженных клеток 

прессом типа Hughes Неразрушенные клетки и клеточные оскол­

ки удаляли центрифугированием в течение 20 мин при 16000 g, 

температуре +2°С. Содержание белка в экстрактах определяли 

по Лоури ( Lowry et al., 1951), активность каталазы по Берг-

мейеру ( Bergmeyer et al, 1970) активность алкогольоксидазы 
по Тани ( Tani et al., 1972). 

Синхронно растущую культуру получали по Митчисон и Вин-

цент ( Mitchieon a. Vincent, 1965). В качестве стартовой 

культуры использовали гомогенную фракцию маленьких клеток 

(табл.), которую выделяли по вышеуказанному методу из 4 лит­

ров культуры (конец логарифмической фазы). Все процедуры 

фракционирования проводили при комнатной температуре.Суспен­

зия клеток для нанесения на градиент была приготовлена в пи­

тательной среде, не содержащей метанола. Эту же среду ис­
пользовали для промывания клеток, извлеченных из градиента. 

Промытыми клетками инокулировали I л среды. Концентрация ме­

танола в среде равнялась 0,5%,начальной плотности культуры 

15.Ю6 клеток в мл, Е^з = 0,155. Общее число клеток и число 

почкующихся клеток определяли микроскопически. 

Результаты 

При центрифугировании клетки распределялись в градиенте 

на три визуально хорошо различимые зоны. В верхней зоне 



(32...35% сахарозы) остались преимущественно маленькие клет­

ки диаметром 2,5...5 мкм по длинной оси. Число больших и 

почкующихся клеток в этой зоне незначительное.Две нижние зо­

ны менее гомогенные. Вторая фракция (32-35% сахарозы) обога­

щена клетками средней величины (d = 5...7,5 мкм), а третья -

почкующимися и крупными клетками (табл.). 

Чаще всего при фракционировании клетки дрожжей и бакте­

рий в градиенте плотности распределяются по стадиям клеточ­

ного цикла, так что образующиеся при делении или почковании 

молодые, небольшие клетки остаются в верхних слоях градиен­

та, а взрослые и почкующиеся или делящиеся - в нижних. При 

этом наблюдается, как правило, равномерное распределение 

клеток в градиенте плотности (Sebastian et al., 1971; Poole, 

Pickett, 1978). В наших опытах распределение клеток в гра­

диенте плотности было зональное - образовались три визу­

ально различимые зоны, не учитывая осадка клеток на дне 

центрифужных стаканов, который образуют коагулированные меж­

ду собой клетки. Возможно, что причиной зонального распреде­

ления клеток являются резкие колебания плотности клеток ме-

танолусваивающих дрожжей в клеточном цикле. 

Судя по размерам клеток, у Candida boidinii в верхней 
зоне градиента плотности сахарозы остаются молодые клетки, 

образующиеся при почковании (табл.). Candida boidinii имеет 

почти симметричный тип почкования, при котором размеры мате­

ринской клетки и образующейся в результате почкования дочер-

ной, во время отделения последней примерно одинаковые. Но 

надо иметь в виду, что процедуры фракционирования (центрифу­

гирование, промывание клеток и осмотическое воздействие рас­

твора сахарозы) ведут к отрыву почек от некоторых клеток и 
образованию не идентичных по размеру дочерних и материнских 

клеток. В результате однократного промывания суспензии про­

цент почкующихся клеток уменьшается от 42,6% до 35,7%. Сле­

довательно, фракция небольших клеток содержит в некоторой 

степени и дочерние клетки, образующиеся в результате отрыва 
почек под действием аналитических процедур. Последнее обсто­

ятельство, по-видимому, не мешает интерпретации результатов. 

При высеве указанной фракции в питательную среду наблюдает­

ся одномерный рост клеток и одновременное почкование у 50-

-60% клеток после 9-10-часового роста, что указывает на фи­

зиологическую однородность этой фракции (рис. 1).' 
Независимо от стадии развития культуры, из которой были 

выделены клетки для фракционирования, активность алкоголь-
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Т а б л и ц а  

Распределение клеток (в процентах) различной величины (в мкм по 

длинной оси) по фракциям центрифугирования в градиенте плотности 

сахароза 

Фаза роста Начало логарифмической Середина логарифмической Конец логанифыяческой 

Номер 
фракции 

размеры 
клеток 

I II III I II III I II III 

2,5 - 5,0 80,0 8,2 10,3 81,1 25,0 14,2 84,4 21,1 11,5 

5,0 - 7,5 12,9 56,3 27,0 14,9 35,9 28,3 9,4 46,0 36,2 

7,5 1.4 10,3 14,3 1,8 8,6 30,0 1,3 18,6 6,9 

почкующиеся 
клетки 5,7 25,0 48,4 2,25 30,5 27,4 4,4 14,3 45,4 



оксидазы клеток второй фракции превышает ее активность в 

клетках первой и третьей фракции. Наиболее отчетливо это вы­

ражается в середине логарифмической фазы роста культуры 

(рис. I). Низкая активность алкогольоксидазы во фракции ма­

леньких клеток в быстро растущих культурах показывает, что 

содержание алкогольоксидазы у С. boldinii в образующихся при 

почковании клетках невысокое. Во второй фракции, которую ха­

рактеризует наиболее высокая активность алкогольоксидазы, 

клетки средней величины (5...7,5мкм) составляют 56,3; 35,9 и 

46,0% в зависимости от стадии развития культуры.Это несколь­

ко выше, чем в первой и третьей фракциях. Возможно, что па­

раллельно с увеличением размеров увеличивается и активность 

алкогольоксидазы в клетках. У hansenula polymorph» показано, 

что параллельно с ростом клеток увеличивается в клетках чис­

ло и размеры пероксисом ( Veenhuie et el., 1978). У Candida 

boidinii рост клеток, очевидно, не является единственным 

фактором, который влияет на накопление, алкогольоксидазы. В 

клетках, полученных из конца логарифмической фазы роста, вы­

сокой активностью алкогольоксидазы обладает и фракция ма­
леньких клеток. Последнее показывает, что заторможение раз­

множения в конце логарифмической фазы роста ведет к увеличе­

нию активности алкогольоксидазы в клетках независимо от их 

размеров. 

Низкая активность алкогольоксидазы в клетках третьей 

фракции по сравнению со второй фракцией, по-видимому, связа­

на с несколько более высоким процентом больших (7 мкм)и поч­

кующихся клеток в этой фракции. Более определенно на взаимо­

связь почкования с уменьшением активности алкогольоксидазы 
указывает динамика алкогольоксидазы в синхронной культуре. 

Активность алкогольоксидазы находится в отрицательной корре­

ляции с процентом почкующихся клеток (рис. I). 

В клеточном цикле уменьшение активности алкогольоксидазы 

начинается, вероятно, уже при подготовке клеток к почкова­

нию на что указывает резкое снижение активности этого фер­
мента в это время (7 часов от начала опыта), когда видимые 

почки наблюдались только у 8)6 клеток. Активность алкогольок­

сидазы остается низкой в течение всего периода почкования. 

Резкое (10...12 раз) уменьшение активности алкогольоксидазы 

трудно объяснить разбавлением фермента в результате синтеза 

белка. Более вероятно, что во время подготовки к почкованию 
и чо время ее алкогольоксидаза инактивируется. 
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Рис. 2. Активность аякогольоксидазн (А) и каталаан (Б) в различных фракциях 

клеток с. boidinü, полученных центрифугированием в градиенте плот­

ности сахарозы. I - клетка из начала, 2 - середины и 3 - конца лога­

рифмической фазы роста культур. 



Обнаруженная у C.boidinii динамика алкогольоксидазы не 

является, очевидно, исключением. Результаты определения ак­

тивности алкогольоксидазы во фракциях, полученных при цент­

рифугировании в градинте плотности сахарозы, аналогичные по­

лученным Р. pinus (рис. 3). Возможно, что обнаруженная нами 

У Candida boidinii и Pichia pinus динамика колебания алко­
гольоксидазы в клеточном цикле является общей для всех ме-

танолусваивающих дрожжей. 
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Рис. 3. Активность алкогольоксидазы (I) и каталазн (2) 

в различных фракциях клеток Р. pinus, получен­

ных центрифугированием в градиенте плотности 

сахарозы 

Механизм и физиологическая цель инактивации ключевого 
фермента метаболизма энергетического субстрата не ясна. У 

Saccharomyces cerevieeae (Каераг, 1969) установлено, что 

во время почкования инактивируется транспортная система глю­
козы и клетки переходят на использование эндогенного субст­

рата трегалозы.Возможио,чтоу метанолусваивающих дрожжей пе­
реключение на эндогенный метаболизм достигается инактивацией 
первого фермента усвоения метанола. Образование ферментов 
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катаболизма метанола репрессируется глюкозой (Eggeling et 

ai., 1979). Это дает основание предполагать, что резкое 

уменьшение активности алкогольоксидазы во время почкования 

является катаболитной инактивацией, вызванной мобилизацией 
резервных сахаридов. 

н"4 
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0,3 

0,2 

0,1 

V, мл 

Рис. 4. Активность формальдегидцегидрогеназы (I) и 

формиатдегидрогеназы (2) в различных фрак­

циях клеток 0. boidinii , полученных цент­

рифугированием в градиенте плотности саха­

розы 

Активность каталазы, формальдегидцегидрогеназы и форми­

атдегидрогеназы, по-видимому, меньше зависит от клеточного 

цикла (рис. 2, 3, 4). Различная динамика активностей алко­

гольоксидазы и каталазы в клеточном цикле показывает, что 

контроль синтеза и активностей этих двух функционально свя­

занных пероксисомных ферментов осуществляется автономными 

механизмами. 
Суммируя вышесказанное, динамику алкогольоксидазы в кле­

точном цикле можно представить следующим образом. В образую­

щихся при почковании дочерних клетках активность алкогольок­

сидазы низкая. Параллельно с увеличением размеров клеток 

происходит быстрое образование активного фермента.Максималь­

ная активность алкогольоксидазы в клетках достигается, по-

104 



видимому, перед окончанием линейного роста клеток. Инактива­

ция алкогольоксидазы начинается при подготовке клеток к поч­

кованию и активность фермента остается низкой в течение все­

го периода почкования. 
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CHAHG3S IN PKRIXISOMA1 BSZIMS ACTIVITIES 

DÜRING THE CELL СIGLE OF MBTHABOL UTILIZIBG TBASTS 

J.A. Sinister, E.A. Talpsep, R.K. Kõiveer 

S u • n а г у 

Fluctuations of the enzyme activities in the cell 

cycle of eethnol utilizing yeasts Candida boidinii and 

Pichia pinus were investigated. 

The activity of alcohol oxidase (AO) in the cells of 

actively growing cultures depends on the stage of the cell 

cycle. The ainimal activity of AO was found in young cells 

produced Ъу budding. The шат1шя1 activity of AO was de­

tected in the fraction of nediu* size cells before they 

reached the budding phase. The activity of AO decreased ab­

ruptly when the cells proceeded budding. 

The activities of formaldehyde and foreate dehydro­

genases and catalase were constant during the cell cycle. 

Fluctuations of (AO) may be caused by enzyme in-

activations. It is supposed that in the budding cells me­

thanol uptake decreases and endogenous substances are used 

as energetic source. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ САЙТОВ СВЯЗЫВАНИЯ РНК-ПОЛИМЕРАЗЫ 

Е coli НА ДНК TOL-ПЛАЗМИД 

Я.К. Хабихт, Р.Л.-Э. Виллемс, А.Л. Хейнару 

К настоящему времени накопилось множество данных о мик­

роорганизмах, разложение некоторых соединений у которых оп­

ределяется наличием деградативных плазмид. Среди веществ, 

разлагаемых по плазмидному пути, имеются многие фенольные 

соединения, хлорированные пестициды и гербициды. 

Такие микробы стали прямым объектом для биотехнологии с 

целью получения новых штаммов бактерий, способных деградиро­

вать широкий диапазон таких соединений. 

Основная информация о плазмидах биодеградации пока огра­

ничивается определением наличия плазмид в опытах in vivo и 

биохимической характеристикой путей разложения. 

Больше всего деградативных плазмид найдено в разных 

штаммах рода Pseudomonas. 

TOL -плазмиды определяют синтез ферментов, разлагающих 

толуол и ксилол. В штамме Pseudomonas pütid* mt-2 опреде­

лена TOi -плазмида pwwo, тлеющая молекулярный вес около 78 
Mdal. 

Но данным литературы, это пока единственная деградатив-

ная плазмида, для которой составлена рестрикционная карта, 

позволяющая приступить к изучению транскрипции и промоторных 

участков названной плазмиды. 

В подобных экспериментах широко применяется ИЖ-полиме-

реза в coli. Этот фермент оказался довольно универсальным в 

осуществлении транскрипции на многих ДНК филогенетически да­

леких микроорганизмов. 

Целью настоящего исследования явилось выяснить, тран-

скряби^ет ли ДНК-зависимая ИЖ-полимераза в coli ДНК TOL-

плазмид и в случае положительного результата найти возмож­

ности определения сайтов связывания РНК-полимеразы в coli на 
ДНК TOL -плазмид. 

Псаммы бакте рий. В настоящей работе были применены стан­

дартные штаммы псевдомонад Ps putida mt-2 pWWO, полученные 

от др. П.А. Уиллиамса (Англия), и Ps putida ACti04 TOLx met, 
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полученные от др. A.M. Чакрабарти (США). 

Выращивание бактерий. В качестве полной среды применяли 
L среда (Dnggieby et ai, 1977). 

Для получения препаративных количеств плазмидных ДНК 

инокулут выращивали в селективных средах (Adams, 1959} Baa-

chop, Eisden, I960; Duggleby et ai, 1977), а основную массу 

в селективных средах или в минимальной среде с глюкозой 

(инокулут 1:10). Культуры подвергались интенсивному аэриро­

ванию на качалках или стерильным воздухом. 

Выделение плазмидной ДНК. Лизис клеток и получение обо­

гащенного лизита для выделения препаративных количеств плаз­

мидной ДНК проводили по методу Хансена и Ольсена (Hansen, 
Olsen, 1978). 

Дальнейшую очистку плазмидной ДНК проводили разными ме­

тодами, выбирая их согласно требованиям, предъявляемым к 

чистоте препаратов в поставленных опытах. 

Для получения чистой фракции плазмидной ДНК мы употреб­

ляли метод центрифугирования обогащенного лизита в градиенте 

СаС1 б присутствии бромистого этидия (Duggleby et ai, 197ö) 
Рестшкция плазмидной ДНК. Для рестрикции плазмидной ДНК 

применяли рестриктазы Hind III и Xho I. Реакционную смесь, 

содеркащую около I мкг плазмидной ДНК в тен буфере, соот­

ветствующую рестриктазу, и рестрикционный буфер (10 мМ трис-

HCI, pH 7,9, 10 мМ MgCl2, I мМ дитиотритол, 100 мМ KaCl) 

инкубировали при температуре 37°С в течение 3 ... 6 часов. 

Реакцию останавливали выращиванием проб при температуре 65°С 

в течение 10 минут. 

Агарозный гель-электрофорез. Горизонтальный электрофорез 

плазмидной ДНК проводили в 0,7 ... 1,0%-ном агарозном геле, 

приготовленном в трис-ацетатном буфере. ДНК окрашивали в ге­

ле добавлением I мл I мМ бромистого этидия на I литр раство­

ра в течение 30 минут. Затем гель отмывали дистиллированной 

водой и фотографировали в УФ свете по общепринятой методике 
(Thompson et «1, 1974)• 

Транскщппвя плазмидной ДНК. Для изучения транскрипции 

плазмидной ДНК и сайтов связывания FHK-полимеразы с фрагмен­

тами ДНК использовали методику изучения инициации транскрип­

ции на ДНК фага -Я. (Taylor, Burgess, 1979). Препараты, со­

держащие I ... 2 мкг ДНК TOL -плазмиды (в контрольных опытах 

ДНК фага А. ), растворяли в 300 мкл буфера А, содержащем 

10 мМ трис-HCI, pH 7,9, 10 мЫ MgCl2, 100 мМ KCl, 0,1 мМ 
ЭД1А, 0,1 мМ дитиотриол, и затем к ним добавляли по 50 мкл 
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I мМ растворов GTP, GTP и. DTP. В качестве метки использова­

ли <х - 32Р-АТР с удельной активностью примерно 10 Ки на 

мыоль по 2 мкКи 32Р-АТР (I нмоль) на пробу. ДНК-зависимую 

ШК-полимеразу в coli вносили в реакционную смесь из расче­

та I мкг белка на I мкг ДНК. Смесь инкубировали при темпера­

туре 37°С. Реакцию останавливали через 5,15 и 60 минут осаж­

дением нуклеиновых кислот путем добавления равного количест­

ва 10%-ной трихлоруксусной кислоты (для лучшего осаждения 

применяли носитель - тРНК). Пробы ввдерживали во ладу I час 

и затем фильтровали через нитроцеллюлозные фильтр! (nopi 

0,45 мкм). Фильтры промывали 5%-ным раствором трихлоруксус­

ной кислоты (5 х I мл каждого). Осадок нуклеиновых кислот 

оставляли связанным на фильтрах. О синтезе РНК судили по на­

коплению радиоактивной метки на нитроцеллюлозных фильтрах. 

Радиоактивность считали по Черенкову (в 10 мл дистиллирован­

ной воды) в сцинцилляционном счетчике. 

Связывание ДНК-зависимой РНК-полимеразы S coli на рест-

рикционных фрагментах ДНК. В основу этого эксперимента была 

положена методика Тейлора и Вургесса (Taylor, Burgees, 

1979). Препараты фрагментов ДНК (в контрольных экспериментах 

фрагменты ДНК фага Л , интактная фага -Я , интактная ДНК 

плазмиды) растворяли в 300 мкл буфера А. В реакционную смесь 

добавляли ДНК-зависимую ШК-полимеразу из расчета I мкг фер­

мента на мкг ДНК. Реакцию связывания полимеразы с фрагмен­

тами ДНК проводили при температуре 37°С в течение 15 ... 20 

минут. Затем реакционную смесь медленно фильтровали через 

нитроцеллюлозные фильтры Миллипор (поры 0,45 мкм, скорость 

фильтрации не более I мл/мин.). Фильтры промывала. Комплекс 

ДНК-полимераза адсорбируется на нитроцеллюлозные фильтры, 

свободная ДНК проходит через поры фильтра. Затем фильтры по­

мещали в стеклянные пробирки с 0,5 мл раствора А, содержащем 

додецилсульфат натрия в конечной концентрация 0,2%. Пробы 

смешивали на качалке при температуре 37°С в течение одного 

часа. В этих условиях происходило разрушение комплекса ДНК-

полимераза. Фрагменты ДНК осаждали добавлением в пробы одной 

десятой объема ЗМ На -ацетата (pH 5,5), тИПС-носятеля (40 

мкг/мл) и 3,5 объемов 96%-ного этанола при температуре -40°С. 

Осадко собирали центрифугированием при 6000 х g 30 минут. 

Осадок высушивали и растворяли в минимальном количестве дис­

тиллированной воды. Анализ проводили электрофорезом в 1%-ном 

агарозном геле. Условия электрофореза описаны выше. 

Первой задачей настоящей работы явилось выяснение вопро-
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ca, транскрибируется ли ДНК-зависимая РНК-лолимераза В coli 

ДНК ЮЬ-плазмид. На рисунке I приведен график временной за­

висимости накопления метки - ®с _ 32р-АТР в РНК в течение 

имп/мин 
40000 

20000. 

мин 

Рис. I. Временная зависимость включения метки -32Р-АТР 

в РНК при транскрипции ДНК pWWO ДНК-зависимой 

РНК-полимеразой В coli . 

часа, полученный при транскрипции ДНК pWWO. Транскрипция 

ТОЬх -ДНК существенно не отличается от транскрипции ДНК 

pW»o. Фон опыта (иеспецифическое связывание АТР на фильтрах 

в контрольных опытах Ot;S полимеразы или без ДНК) не превышал 

10%. Таким образом, йз результатов опыта явствует, что РНК-

полимераза в coli транскрибирует ДНК TOL-плазмид. В тече­

ние I часа в РНК включилось 1,7% всей добавленной метки при 

транскрипции TOL-ДНК и 0,5% при транскрипции в контрольных 

опытах ДНК фаге Л . Довольно низкий процент включения обу­

словлен предельно низкой (2нМ) концентрацией АТР и малой ак­

тивное гм полимеразы. 

H« рисунка 2 представлены данные о связывании рестрик-

ционных фрагментов ИХЯЛ-ДНК с РНК-полимеразой в coli. Из-

за недостаточных количеств препаратов TOLx фрагментов, а 

также из-еа нехватки полимеразы, нам пока еще не удалось 

ПО 



выработать оптимальные условия для проведения данных экспе­

риментов. Однако и из результатов этих опытов видно, что 

FHK-полимераза специфически связывается по крайней мере с 

одним рестрикционным фрагментом TOL* -ДНК - Hind III-B (22 

х Ю3 пар оснований). 

На рисунке 3 представлена ориентировочная рестрикционная 

карта tol плазмиды pWWO, обобщающая результаты многих ав­

торов (Хабихт и др., 1979; Биллемс и др., 1979; Downing et 

ai, 1979; Downing, Broda, 1979) и настоящей работы.На фи­

зической карте TOL -плазмиды pWWO и ее делеционных му­

тантов (рис. 3) фрагаентHind ш-В локализован в части плаз-

Рис. 3. Ориентировочная рестрикционная и физическая 

карта tol -плазмид. Масштаб в I03 пар осно­

ваний; " участок смазывания РНК-полжме-
разы. 
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миды, не связанной со структурными генами, определяющими 

TOL -специфическую функцию. Кроме того, в настоящее время не 

известен га один делеционный мутант tol -плазмиды pWWO, где 

делецжя охватывала <3ы фрагмент нщд iii-B Из этого следует, 

что на фрагменте Hind-b с большой вероятностью может нахо­

диться место инициации транскрипции и tol -специфических ге­

нов. Подтверадением этого служит еще тот факт, что с FHK-

полимеразой связывается и незначительное количество xho i-b 

фра тента ДНК pWWO. Названный фрагмент на рестрикционной 

карте частично перекрывает фрагмент Hind iii-в что способ­

ствует более точному определению сайтов связывания полимера­

зы. 

При параллельном электрофорезе фрагментов,проходящих че­

рез поры фильтра, можно количественно определить соотношение 

их со связанными фрагментами. Как видно из фотографии геля, 

содержание фрагмента Hlnd III-B на фильтре относительно 

невелико. В случае больших фрагментов ДНК значительно сни­

жается стабильность комплекса ЕНК-полимераза-ДНК на нитро-

целяюлозных фильтрах. По данным Тэйлора к Бургесса (Taylor, 

Burgess, 1979•>. этот комплекс стабилен лишь для фрагмен­

тов менее 5 х I03 пар оснований. По-видимому, именно этим 

объясняется частичное связывание довольно больших фрагментов 

TOL-ДНК в наших опытах. 

Нями еще не изучено связывание FHK-подимеразы на м алень­

ких рестрикционных фрагментах tol-ДНК. Применяемая наш ме­

тодика электрофореза в агарозном геле не позволяет анализи­

ровать фрагменты менее тысячи пар оснований из-за использо­

вания РНК-носителя. Поэтому вопрос о других промоторных уча­

стках в TOL-плазмцде остается пока открытым. Можно все-та­

ки предполагать, что в tol-плазмиде, несмотря на ее большой 

молекулярный вес, имеется лишь несколько промоторных участ­

ков. 

Интересные результаты были получены наш и при изучении 

связывания FHK-полимеразы с интактными молекулами ЗОДЛ-плаз-

миды (рис. 2). Из двух фора tol -ДНК,различающихся при гель-

элежтрофорезе, только одна адсорбируется на фильтрах в комп­

лексе с полиперазой. Вероятно, здесь наблюдается адсорбция 

одной формы tol -ДНК на нитроцеллюлозных фильтрах или, что 

еще более вероятно, наличие множества неспецифических сай­

тов связывания полимеразы, что характерно для суперспирали-

зованных форм ДНК. Однако сказанное пока еще слишком дискус­
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сионный аргумент для определения молекулярной структуры раз-

ныз форм TOL -ДНК. 

Выводы 

1. РНК-полимераза »coli транскрибирует pWWO и TOLx 

плазмидные ДНК. 
2. Установлено связывание РНК-полимеразы I coliка Hind 

III-B рестрикционннх фрагментах КИЛ ДНК. 
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ON THE E. COLI RNA-POLYMERASE BINDING SITES 

ON TOL PLASMID DNA 

J. Habicht, R. Villems, A. Heinaru 

S u m m a r y  

Plasmld DNA of TOL degradating strains of Pseudomonas 

putida were isolated in preparative scale. TOL plasmids DNA 

were studied by restriction endonuclease analyzes and E. 

coli RNA polymerase binding tests. It was found that E. 

coli ENA polymerase efficiently transcribes the pWWO and 

TOL1 plasmld DNA in vitro and binds to a nitrocellulose 

filter as a complex with T0Lx Hind III-B fragment. This 

fragment is about 22 kbp and is present in all TOL dele­

tion mutants. 
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ИЗОФОРМЫ АЖОГОЛЬДЕГИДРОГЕНАЗЫ У МЕТАНОЛУСВАУШШЩИХ 

ДРОЖЖЕЙ Candida boidinliH Pichia pinus 

Э.Х. Хейнару, P.O. Кангур 

Алкогольдегидртгеназа (АДГ) в дрожжах встречается в виде 

нескольких изоферментов, состав которых определяется как 

видовыми особенностями, так и условиями культивирования. У 

Saccharoinyces cerevisiae обнаружено три NAD—зависимых изо­

формы АДГ - одна из них конститутивная, а образование двух 
репрессируется глюкозой (Lutstori, Megnet, 1968; Ciriacy, 

1975). У парафинусваивающих дрожжах найдены HAD и НАПР -

зависимые изоформы АДГ, которые отличались по субстратной 

специфичности (Сапожникова, Лозинов, 1978; Barth, Xühkel, 
1979). У Saccharomycopsis lipolytica HAD- зависимая и две 

ЛАВР -зависимые изоформы АДГ лучше реагируют с первичными 

спиртами длиннои углероднол цепи (октанол) чем короткими 

цепями (этанол, метанол), а одна из HADP-зависимых изоформ 

с одинаковой эффективностью окисляет метанол, этанол и окта­

нол (Barth, Kiinkel, 1979). 

NAD-зависимые АДГ из различных источников,в том числе 

из дрожжей, реагируют с метанолом значительно хуже, чем с 

этанолом (Mani et aJ.., 1970) и в окислении метанола у мета-

нол-усваивающих дрожжей -зависимая алкогольдегидрогеназа, 

очевидно, не участвует ( Sahm, Wagner, 1973). Однако бескле­

точные экстракты нескольких метанолусваивающих дрожжей ката­

лизируют восстановление HAD в присутствии метанола, что дает 

основание предполагать наличие' АДГ видоизмененной субстрат­
ной специфичности ( Mehta 1975а; 1975в; Симискер и др., 

IS77; Егоров и др., 1977). Данные об изоферментном составе 

АДГ и их субстратной специфичности у метанолусваиваюцих 
дрожжей отсутствуют. 

В настоящей работе представлены результаты исследова­

ний изоферментного состава АДГ у метанолусваивающих дрожжей 

Candida boidinii и Pichia pinus при различных режимах 

вырашивания. 
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Материал и методика 

Объектами исследования явились метанолусваивающие дрожжи 

Candida boidinii и Pichia pinus из коллекции ВНИИГЕНЕ1ЖА. 

Дрожжи выращивали при постоянной аэрации с продуванием 

стерильного воздуха на среде следующего состава (в г/л): 

NH4.SO4 ~5,0; КН2ГО4 - 1,0; MgSO^ - 0,5; NaCi - 0,1 с до­

бавкой микроэлементов и витаминов. В качестве источника уг­

лерода и энергии в вышеуказанную среду добавляли глюкозу 
(20 г/л), этанол (10 г/л) или метанол (7 мл/л). 

Для приготовления бесклеточных экстрактов клетки удаляли 

из среды в середине логарифмической фазы роста и промывали 

дважды трис-HCI буфером, pH 7,9. Промытые клетки разрушали 

прессом Hughes при -30°С. Неразрушенные клетки и клеточные 

осколки удаляли центрифугированием в течение 20 мин при 
16000 +2°С. 

Изоформы алкогольдегидрогеназы разделяли по Девису 

(Davie,1964),используя прибор ПЗЕА - I. Электрофорез прово­

дили в 7,5% полиакриламидном геле в щелочных условиях (трис-

HCI - буфер, pH 8,9) при температуре 4°С и силе тока 4мА на 

одну трубку в течение 90 мин. Инкубационная смесь для прояв­

ления гелей содержала 50 мМ трис-HCI, pH 7,S, Nad -0,333 мМ, 

феназинметасулфат - 0,01)6, нитросиний тетразолий - 0,01% и 

метанол или этанол - 33,3 мМ. Для проявления контрольных 

гелей исключали субстрат. 

Результаты и обсуждение 

Изоферментный спектр АДГ у С. boidinii и Р. pinus за­

висит от источника углерода в среде. 
В клетках обоих видов дрожжей, выращенных на среде с 

глюкозой практически вся алкогольдегидрогеназная активность 

сосредоточена в одну изоформу АДГ, имеющую полосу на элек-

трофореограммах с Rf 0,24. (рис. I). Полосы с Rf 0,36 у С. 
boidinii и с Rf 0,36 и 0,46 у Р. pinus окрашиваются на элек-

трофореограммах очень слабо, что говорит о незначительном 

содержании этих изойЬорм в клетках при росте на среде с глю­
козой. Следовательно, у С. boidinii и Р. pinus имеется од­

на изоформа АДГ, образование которой не репрессируется глю­
козой. Не исключено, что у С. boidinii отмеченная нами изо-
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форма с Bf 0,24 не является гомогенной, а состоит из двух 
белков с близкой электрофоретической подвижностью. 

У Р. pinus при переходе от использования глюкозы на ис­

пользование этанола число изоформ АДГ не увеличивается 

(рис. I). По-видимому, в усвоении этанола у Р. pinus участ­

вует только нерепрессируемая глюкозой изоформа АДГ с Bf 

0,24. У С. boidinii, выращенной на среде с этанолом, на 

электрофореограммах значительно увеличивается по сравнению с 
ростом на глюкозе окрашивания полосы с Rf 0,36. Следова­

тельно, переход клеток С. boidinii от использования глюко­

зы на использование этанола сопровождается активацией обра­

зования изоформы АДГ. Эта изоформа АДГ (Bf 0,36), а также 
нерепрессируемая глюкозой изоформа АДГ ( Bf0,24) обнаружи­

вается и в клетках С. boidinii выращенных на среде с ме­

танолом. Кроме вышеуказанных изоформ (Bf 0,36 и 0,24), в 

клетках С. boidinii выращенных на среде с метанолом, об­

наружена и изоформа с Bf 0,32 (рис. 3). В клетках Р. pinus 

выращенных на среде с метанолом, обнаруживается нерепресси­

руемая глюкозой изоформа АДГ (Bf 0,24) и появляются изоформы 

с Bf 0,27; 0,32 и 0,43, образования которых не наблюдали при 

росте на среде с этанолом. 

Все выше рассмотренные изоформы АДГ О. boidinii и Р.pi­
nus активно восстанавливают нитросиний тетразолий в присут­

ствии этанола, но окрашивание полос этих изоформ АДГ в при­

сутствии метанола незначительно ( рисунок ). Последний 
факт указывает на низкое сродство этих изоформ АДГ к метано­

лу. По субстратной специфичности эти изоформы АДГ являются 

типичной NAD-зависимой алкоголъдегидрогеназой (ЕС I.I.I.I), 

слабо реагирующей с метанолом. Учитывая их низкое сродство 

к метанолу, они,по-видимому, не играют существенной роли в 

усвоении метанола как единственного источника углерода и 

энергии. 
Кроме вышеуказанных изоформ-АДГ, у обоих видов дрожжей, 

выращенных на среде с метанолом, на электрофореограммах об­

наружили две полосы с Bf 0,04 и 0,09, которые активно вос­

станавливают нитросиний тетразолий в присутствии метанола 
как субстрата. Полоса с Bf 0,04 проявляется только в присут­

ствии метанола и почти не проявляется в присутствии этанола. 

Это указывает на то, что с переходом клеток на использование 

метанола индуцируется синтез двух белков, способных катали­

зировать перенос водорода от метанола к нитросинему тетразо-

лию. Но электрофорез очищенного препарата алкогольоксидазы 
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показал, что этот фермент дает полосы примерно в той же 

зоне, где находятся вышеуказанные дегидрогеназы, и не исклю­

чено, что окисление метанола и окрашивание геля здесь ката­

лизируется оксидазой. Восстановление штросинего тетразолия 

на гелях очищенного препарата алкогольоксидазы в присутствии 

метанола не требует наличия NAD. Следовательно, электрофо-

ретическое разделение изоформ АДГ не позволяло выявить NAD-

зависимых дегидрогеназ, которые индуцируются ростом на сре­
де с метанолом. 
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ISOFOBMS OF ALCOHOL DEHTDBOGENASE IN METHANOL-ASSIMILATING 

YEASTS Candida boidinii AND Pichia pinus 

E.H. Heinaru, B.O. Kangur 

S u m m а г у 

Heterogeneity of the NAD-dependent alcohol dehydro­

genase (ADH) was studied by means of Polyacrylamide gelelec-

fcrophoresia in the cell-free extracts of mettianol-utilizing 

yeasts. The occurence of the NAD-dependent ADH isoforms was 

regulated by the carbon source of the medium. In C. boidinii 

and P. pinus only one isoenzyme was not subjected to glucose 

repression. This constitutive ADH band is very probably 

formed by two ADH enzymes with simli ax electrophoretic mo­

bility. During the growth of C'. boidinii and P. pinus cells 

in the media containing ethanol or methanol some differences 

were observed in the spectrum of ADH. Two methanol inducible 

ADH having a low electrophoretic mobility and different sub­

strate specificity with ethanol and methanol was observed. 
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Подписи к рисункам статьи Т. Вейдебаума и Ю. Кярнера «Селективность 
аутофагоцитоза под влиянием разных антиметаболитов» 

Рис. 1. Разложение цистерн шероховатой эндоплазм этической сети иод влия­
нием трехчасового прижизненного окрашивания нейтральным красным. Стрелки 
указывают на мелкие пузырьки и облака аморфного электронноплотного 
вещества. Фибробластоподобные клетки курицы на 2 сут после посева. Глутар-

альдегид-тетраоксид осмия. X24Õ00. 
Рис. 2. Многочисленные аутофагосомы с ннтактными цистернам и (стрелки) 
0,5 ч. после добавления актиномицина Д в питательную среду. Фибробласто­
подобные клетки курицы на 2 сут после посева. М — митохондрии; К — кол­

лаген. Глутаральдегнд-тетраоксид осмия. х24 ООО. 



Рис. 3. Тело- и аутоли.чосомы после трехчасового опыта с актиномицином Д. 
Стрелки указывают на гибридную структуру, где, по-видимому, происходит 
слияние аутофагосомы с телолизосомой. Ц — цистерны шероховатой эндоплаз-

матичсской сети; М — митохондрии. Глгтаральдсгид-тстраокснд осмия. 
X 30 ООО. ' 

Рис. 4. Крупные аутофагосомы (А) в фибробластоподобпой клетке после уда­
ления из среды актиномицина Д. Стрелки указывают на возможную их связь 
с телолизосомами. Я — ядро; К — коллаген. Гл\ тара л ьдегнд-тетра оксид 

осмия. ХЗО ООО. 



Рис. 5. Скопление мелких пузырьков с плотной сердцевиной в фибробласто-
подобной клетке в опыте с колхицином (3 ч.). Скопление частично окружено 
мембраной. Крупные липидные включения и миелоидные фигуры (стрелки) в 

цитоплазме. Глутаральдегид-тстраоксид осмия. Х30 000. 
Рис. С. Липидные включения с рыхлыми миелоидными фигурами (стрелки) в 
цитоплазме фибробластоподобпой клетки в опыте с колхицином (3 ч.). Глутар-

альдегид-тетраокенд осмия. X24 ООО. 
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Подписи к рисункам статьи X. Каллак «О кариотипической дифференцировке 
каллусных клеток в длительной культуре» 

Рис. 1. Соотношение (%) разноплоидных мета фаз в каллусных штаммах 
гаплопаппуса. 
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Рис. 2. Частота (%) аберративных ana- и телофаз в каллусных штаммах 
гаплопаппуса. 



Рис. 3. Основные типы роста каллуса гороха: а) бугорчатый, б) подушечно-
видный. 
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Рис. 4. Соотношение (%) разноплоидных метафаз в каллусных штаммах 
гороха. 
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Рис. 5. Динамика частоты (%) аберративных ана- и телофаз в каллусе го­

роха (штамм А). 



Рис. 6. Модальные кариотипы каллусных клеток гороха в штамме А: а) ди­
плоидный набор (Х3150), б) гипертриплоидный набор (Х2740). 
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7. Динамика соотношения (%) разноплоидных метафаз в каллусе кре-
писа (штамм Г). 



. 8. Кариотшты каллусных клеток крсписа: а) диплоидный набор, 
плондный набор с аберратиинии хромосомой. Х2500. 
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Рис. 9. Динамика частоты (%) аберративных ана- и телофаз в каллусе 

креписа (штамм. Г). 



Рис. 10. Клетки в каллусе креписа (штамм А): а) полиплоидная метафаза с 
аберрантными хромосомами, б) аберрантная анафаза. X28Q0, 
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Подписи к рисункам статьи X. Каллак и М. Ваппер «Сравнение цитогенетиче-
ской активности 2,4-Д in vivo и in vitro на примере тканей Crepis capillars» 

Рис. 1. Аберративное расхождение хромосом в клетках крсписа: а) анафаза с 
мостиком и фрагментом (Х3020), б) тслофаза с оставшимися хромосомами 

и фрагментом. Х2520. 



Рис. 2. Кариотипы в каллусных клетках креписа: а) диплоидный, б) анэуплоид-
ный с аберративной хромосомой. Х2600. 
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Рис. 3. 0 воздействии 2,4-Д на частоту (%) аберративных ана- и телофаз g 
каллусных клетках креписа. 
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Рис. 4. О воздействии 2,4-Д на частоту (%) аберративных ана- и телофаз в 
меристематических клетках первичных корешков креписа. 1 — действие 2,4-Д 
на воздушно-сухие семена в течение 12 часов; 2 — действие 2,4-Д на прора­
стающие семена в течение 12 часов; 3 — действие 2,4-Д на прорастающие семена 

в течение 4 часов. 
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Рис. 6. О воздействии НММ на частоту (%) аберративных ана- и телофаз в 
каллусных клетках креписа. 
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Рис. 7. О воздействии НММ на соотношение (%) разноплоидных клеток в кал-
лусной культуре крециса. 



Рис, 8. Метафазы со структурными мутациями в каллусных клетках креписа, 
появляющимися под воздействием НММ: a) 2n = 8 (Х2340), б) 2ri=14 (Х2700). 



Подписи к рисункам статьи Ю. Кярнера «Явление аутофагоцитоза при пере­
воде клеток в тканевую культуру 

Рис. 1. Фибробласт из подкожной соединительной ткани 9-суточного эмбриона 
курицы. Стрелки указывают на микротрубочки. Я — ядро; С — шероховатая 
эндоплазматическая сеть; Г — комплекс Гольджи; Л — лизосома; К — кол­

лаген. Глутаральдегид-тетраоксид осмия. Х24 ООО. 
Рис. 2. Пучки микрофиламентов (стрелки) под плазматической мембраной в 
фибробласте эмбриона курицы. М — митохондрии; К — коллаген. Глутар­

альдегид-тетраоксид осмия. Х75 ООО. 



Рис. 3. Фибробласт из подкожной соединительной ткани 9-суточного эмбриона 
курицы. Стрелки указывают на аутофагосому. Г — комплекс Гольджи; Л — 
лизосома; М — митохондрии; К — коллаген. Глутаральдегид-тетраоксид осмия. 

Х36 ООО. 
Рис. 4. Фибробласты из подкожной соединительной ткани 9-суточных эмбрио­
нов курицы после трнпсинизации и последующего центрифугирования. Обозна­

чения как на рис. 1. X14 ООО. 



Рис. 5. Фибробласты после диссоциации и центрифугирования. А — аутофаго-
сома. Другие обозначения как на рис. 1. Х20 ООО. 

Рис. 6. Округлые выросты, наполненные рибосомами, на поверхности фибро-
бластов после их диссоциации и центрифугирования. После очевидного отрыва 
выроста рибосомы видны в виде моносом (стрелок). Между выростами мем­
бранный дебрис. Остальные обозначения как на рис. 1. Глутаральдегид-тетра-

оксид осмия. X 14 ООО. 



Рис. 7 и 8. Фибробласты, прикрепленные и распластанные по стеклу, на вто 
рой день после посева. Обозначения как на рис. 1 и 2. Глутаральдегид-тетра 

оксид осмия. Рис. 7 —• Х22 ООО; рис. 8 — Х28 ООО. 



Подписи к рисункам статьи А. Пийрсоо «Изучение стромальных клеток кро­
ветворной ткани в тканевой культуре» 

Рис. 1. Фибробласт с межклеточными коллагеновыми волокнами. Х12 000. 

Рис. 2. Цитоплазма ретикулярной клетки. Х9000. 
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Рис. 3. Распластанные мононуклеарные фагоцигозы. X 1400. 

Рис. 4. Цитоплазма высокодпфференцировамного мопопуклеарного фагоцита 
X 18 ООО. 
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1'ис. 5. Высокодиффорснцированные мононуклсарные фагоциты с обломками 

эритроцитов в цитоплазме. X1200. 
Рис. (>. Мононуклеарные фагоциты с электронноплотными гранулами. Х9000. 



Рис. 7. Зона пластинчатого комплекса в цитоплазме мононуклеарного фагоцита 
с электронноплотными гранулами. Х21 ООО. 

Рис. 8. Цитоплазма мононуклеарного фагоцита с электронноплотными грану­
лами. Миелоидные фигуры в плотных тельцах, х 19 ООО-



Рис. 9. 

Рис. 

Эпитслиоморфный иласт эндотелиальных клеток. X1400. 
10. Тяжи и трабекулы эндотелиальных клеток. X Н00, 



Рис. 11. Эндотелиальные клетки с базалыюй мембраной. Х9000. 
Рис. 12. Разрастания мезотелиальных клеток. X45Q. 



Подписи к рисункам статьи А. Пийрсоо «Кроветворение в культуре эмбрио­
нальной селезенки» 

Рис. 1. Колония малодифференцированных мононуклеарных фагоцитов. X34Q. 

Рис. 2. Монобласт. X32QQ. 
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Рис. 3. Колония миелоидных клеток. X1200. 

Рис. 4. Митоз предшественника нейтрофильного гранулоцита. X1500. 



Рис. 5. Миелобласт. X12 ООО. 
Рис. 6. Промиелоцит с кольцевидным ядром. X12 ООО. 



Рис. 7. Миелоцит со специфическими гранулами в цитоплазме. XI2 ООО. 
Рис. 8. Контакт предшественника нейтрофильных гранулоцитов и мононуклеар-

иого фагоцита с электронноплотными гранулами. X 8800. 



Рис. 9. Смешанная колония мегакариоцитов и гранулоцитов. X1200. 
Рис. 10. Мегакариобласт. Х2500. 



i 

Рис. 11. Промегакариоцит. X1200. 

Рис. 12. Цитоплазма мегакариоцита. X1900. 



Подписи к рисункам статьи Я. Хабихта, Р. Виллемса и А. Хейнару «Определе­
ние сийтов связывания РНК-полимеразы Е. coli на ДНК TOL-плазмид» 

Рис. 2. Электрофорез в 1 % -ном агарозном геле ДНК ТОЬ*-плазмиды и ее 
рестрикционных фрагментов в опытах связывания РНК-полимеразы Е. coli на 
соответствующей ДНК. 1 — ДНК фага + Eco R1; 2 — ДНК фага + Ilind III; 
3  —  Д Н К  ф а г а  ( E c o  R I  +  H i n d  I I I ) ;  4  —  ф р а г м е н т  T O L *  Д Н К  ( H i n d  H I B ) ,  
связывающийся с РНК-пол и мер азой; 5 — не связывающиеся с РНК-полиме-
разой фрагменты TOL* ДНК (Hind III); 6 — ДНК ТОЕ*-плазмиды, связы­
вающейся с РНК-пол и меразой; 7 — ДНК ТОЕ*-плазмиды, не связывающейся 
С РНК-полимеразой; 8 — аналогично 6, но без полимеразы; 9 — аналогично 

7, но без полимеразы. 
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Подписи к рисункам статьи Э. Хейнару и Р. Кангура «Изоформы алкоголь-
детидрогеназы у метанол усваивающих дрожжей Candida boidinii и Pichia 

pinus» 

Рис. 1. Элсктрофореограммы изоформ алкоголь-дегидрогсназы 
(1,2) и Р. pinus (3,4), выращенных на средах с различными источниками угле­
рода. 1 — глюкоза; 11 — этанол и 111 — метанол; 1,3 — субстрат метанол; 

2,4 — субстрат этанол. 



УДК 582.282.23.095:577,158. 

РЕГУЛЯЦИЯ ОБРАЗОВАНИЯ ФЕРМЕНТОВ КАТАБОЛИЗМА 

МЕТАНОЛА У МЕТАН0ЛУСВАИВАЩИ1 ДРОЖЖЕЙ. Ала-

мяэ Т.О., Сишскер Я.А. - Уч. зап. Тартуско­

го гос. ун-та, вып. 583 . Труды по цитоло­

гии и генетике Ш, 1983, с. 5-14. 

Исследовано образование алкогольоксидазы (АО), катадазы 

(К), форкальдегиддегидрогеназы (ФДГ) и формиатдегидрогежазн 

(ФД) у девяти мутантов Pichle pinue, потерявших способность 

расти на метаноле, и у четырех видов дрожжей, неусваивавдих 

метанол. У двух аллельных мутантов обнаружено полное отсутст­

вие образования ФД и заметное подавление образования других 

изученных ферментов. У двух мутантов, способных к образова­

нию АО, не обнаружили дополнительного образования К на среде 

с метанолом. Предполагается, что образование АО и К контро­

лируется автономными механизмами. 

УЖ 576.311.3:578.085.23:591.044 

СЕЛЕКТИВНОСТЬ АУТ0ФАГ0ЦИТ03А ПОД МИЯНШЩ 

РАЗНЫХ АНТИМЕТАБОЛИТОВ. Вейдебаум Т.И., Кяр-

нер Ю.К. - Уч. зап. Тартуского гос. ун-та, 

вып. 583. Труды по цитологии и генетике Ш, 

1983* с. 15-24. 

Добавление нейтрального красного (5 мкг/мл) или актино-

мицина Д (0,5 мкг/мл) в питательную среду вызывало увеличе­

ние общего количества лизосом, а добавление колхицина (5 

мкг/мл) - уменьшение. В опытах с нейтральным красным шерохо­

ватая эндоплазматическая сеть распадается очагами на мелкие 

пузырьки и облака аморфного электронноплотного вещества, а 

при колхицине вместо цистерн скопляются липидные включения с 

миелоидными фигурами. В первом случае очаги подвергаются се­

грегации, а во втором - аутофагоцитоз подавлен. В опытах с 

актиномицином Д поглощаются целые цистерны эндоплазматиче-

ской сети. Итак, подтверждается гипотеза Пфейфера о качест­

венной регуляции аутофагоцитоза. Очевидно и то, что аутофа­

гоцитоз не является единственным механизмом круговорота ор­

гане лл, а часть из них разлагается в цитоплазме без сегрега­

ции . 
Библ. - 45, рис. - 6. 
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УДК 576.435 

О КАРИОТИПИЧЕСКОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКЕ КАЛЛУС­

НЫХ КЛЕТОВ В ДЛИТЕЛЬНОЙ КУЛЬТУРЕ. Кал-

лак Х.И. - Уч. зап. Тартуского гос. ун-та, 

вып. 583 . Труды по цитологии и генети­

ке Ш, 1983, с. 25-36. 

Представлены данные об определенных тенденциях кариоти-

пической изменчивости и формировании штаммов с модальный 

наборами в длительных каллусных культурах у гаплопаппуса, 

гороха и креписа. В каллусных штаммах может сохраняться ха­

рактерный для исходных тканей диплоидный кариотип, но б 

большинстве случаев образуется новый (эуплоидный или анэу-

плоидный) кариотип, отличающийся от того же у первичных экс­

плантатов. Наряду с кариотипическя гомогенными культурами 

формируются миксоплоидные культуры с определенным соотноше­

нием разноплоидных клеток. Кариотипически разные штаммы мо­
гут дифференцироваться также в каллусной культуре, имеющей 
общее происхождение и выращенной в одинаковых постоянных ус­

ловиях. Кариотипическую дифференцировку каллусных штам­

мов связывают с отбором, факторами которого, кроме условий 

культивирования, могут быть также межклеточные соотношения. 

Библ. - 29; рис. - 10 



УДК 575.224 

СРАВНЕНИЕ ЩТОГЕНЕТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 2,4-Д и 

НММ In vivo и In vitro НА ПРИМЕРЕ ТКАНЕЙ CHE-

PIS CAPILLABIS. Кадлак X., Ваппер М. - Уч. 

зап. Тартуского гос. ун-та, вып. 583. Труды 

по цитология и генетике Ш, 1983, с. 37-49. 

В статье изложены данные о цитогенетических эффектах 

воздействия 2,4-Д и НММ на меристематические клетки зароды­

шевых корешков и каллусные клетки креписа. Повышение кон­

центрации 2,4-Д в среде питания до токсического уровня 

(10 мг/л) не вызывает заметных цитогенетических изменений В 

клетках каллуса, а в клетках первичных корешков под воздей­

ствием химиката (5-300 мг/л) достоверно увеличивается коли­

чество аберративных ана- и телофаз. Супермутаген НММ вызыва­

ет цитогенетические изменения как в меристематических клет­

ках первичных корешков (в дозе 100-500 мг/л), так и в кал­

лусных клетках креписа (в дозе I или 8 мг/л). Инертность 

подопытного каллусного штамма креписа в отношении патогене­

тического воздействия 2,4-Д связывается с длительным отбором 

в культуре клеток, наиболее приспособленных к содержанию хи­

миката в среде питания. 

Библ. - 32; рис. - 8. 

ИЗУЧЕНИЕ ИНДУКЦИИ СИНТЕЗА КАТЕХСШ-2,3-0КСИ~ 

ГЕНАЗЫ НА УРОВНЕ ИНТАКТШХ КЛЕТОК. Киль» A.Z. 

Касак Л.А., Хейнару А.Л.. - Уч. зап; Тарту­

ского гос. ун-та, вып. 583л . Труды по цито­

логии и генетике Ш, 1983, с. 50-62. 

Разработана новая методика определения индукции синтеза 

катехол-2,3-оксигеназы (К230) на уровне интактных клеток. 

Были оптимизированы состав питательной среды, количество до­

бавлений микроэлементов, концентрация субстрата и клеток в 

реакционной смеси, а также условия культивирования микробов 

при аэрации культуры. В опытах удалось получить полную ин­

дукцию синтеза К230 до размножения основной части микробов в 

изучаемой популяции. Активность К230 и некоторых других спе­

цифических для TOL-плазмиды ферментов можно определить уже 

в микробной суспензии, имеющей оптическую плотность, равную 

0,005 при 580 нм. 

Библ. - 25, рис. - 3, табл. - 3. 



УДК 582.282.23.095:576.851.095:577.153 

ВЛИЯНИЕ ЭКЗОГЕННОГО ЦИКЛИЧЕСКОГО АДЕНО-

ЗИНМ0Н0Ф0СФАТА НА ОБРАЗОВАНИЕ ФЕРМЕНТОВ 

ЦИКЛА ТРИКАРВОНОВЫХ КИСЛОТ У ДЕНИТРИФИ-

КАТОРА BACTERIUM AGILE VAB.HARTLEBII. 

Кухлберг Л., Вяэранд P. - Уч. зап. Тар­

туского гос. ун-та, вып.583. Труды по 

цитологии и генетике lii, 1983, с.63-69. 

Исследовали влияние источников углерода и азота на обра­

зование ферментов (ф) цикла трикарбоновых кислот (ЦТК) у 

Bacterium agile var.hartlebii. Синтез Ф ЦТК подавляется на 

среде с глюкозой (Гл) и активируется на среде с сукцинатом 

(С) и с переходом клеток от применения аммиака на использо­

вание нитрата. На среде с Гл и С синтез Ф ЦТК остается 

репрессированным и активируется добавлением в среду цикли­

ческого Afvffi. Предполагается, что одним из механизмов регуля­

ции синтеза Ф ЦТК является опосредованная циклическим АМФ 

катаболяческая репрессия. 

Табл. - 3, библ. - 12 назв. 

УДК 576.311:578.086.3. 

ЯВЛЕНИЕ А/ТОФАГОЦИТОЗА ПРИ ПЕРЕВОДЕ 

КЛЕТОК В ТКАНЕВУЮ К/ЛЬТУЕУ. Кярнер л).К. 

- Уч. зап. Тартуского гос. ун-та, выл. 

583. Труды по цитологии и генетике Щ, 

1983, с. 4D-78. 

Диссоциация трипсином подкш.ной соединительной ткани 
S-суточных куриных эмбрионов вызывает в цитоплазме фибро-

бластов следующие изменения: увеличение количества аутолизо-

сом, расширение мешочков комплекса Гольдаи и местами клазма-

тоз богатых рибосомами выростков. Прикрепленные и расплас­

танные на стекле фибробласты характеризуются малой плотно­

стью цитоплазмы, везикуляцией комплекса Голвджи, отсутствием 

микротрубочек и обилием лизосом. Обсуадается роль условий 

диссоциации и последующей культивации в активации и повреж­
дении клеток. 

Ьибл. - 37, рис. - 8. 



УДК 576.3/7.591.81 

ИЗУЧЕНИЕ -СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТОК КРОВЕТВОРНОЙ 

ТКАНИ В ТКАНЕВОЙ КУЛЬТУРЕ. Пийрсоо А. -

Уч. зап. Тартуского гос. ун-та, вып. 583. 

Труды по цитологии и генетики Ш, 1983,с. 

79-87. 

В условиях тканевых культур кусочковых эксплантатов се­

лезенки эмбрионов и новорожденных мышей происходит специфи­

ческая дифференцировка и рост разных типов стромальных кле­

ток - фибробластов, ретикулярных клеток, эндОтелиальных кле­

ток, типичных мононуклеарных фагоцитов или макрофагов и мо­

нонуклеарных фагоцитов со многими электронноплотными грану­

лами. В работе приведена морфологическая характеристика всех 

типов стромальных клетов и обсуждается вопрос об их гистоге­

незе. 

Библ. - 28, рис. - 12. 

УЖ 576. 3/7. 591.81 

КРОВЕТВОРЕНИЕ В КУЛЬТУРЕ ЭМБРИОНАЛЬНОЙ 

СЕЛЕЗЕНКИ. Пийрсоо А. - Уч. зап. Тар­

туского гос. ун-та, вып. 583. Труды по 

цитологии и генетике, Ш, 1983, с.88-95. 

Тканевые культуры кусочковых эксплантатов селезенки эм­

брионов и новорожденных мышей являются подходящими моделями 

для изучения дифференцировка нейтрофильных гранулоцитов, мо­

нонуклеарных фагоцитов и мегакариоцитов. В этих направлениях 

кроветворение поддерживается в течение многих недель. Проис­

ходящая in vitro дифференцировка гранулоцитов и мегакарио­

цитов в общих чертах морфологически не отличается от диффе-

ренцировки in vivo. Клетки из ряда мононуклеарных фагоцитов 

не достигают зрелости и они сохраняются в культуре на стадии 

монобластов - промоноцитов. Установлены межклеточные контак­

ты клеток из дифферона нейтрофильных гранулоцитов и монону­

клеарных фагоцитов со многими электронноплотными гранулами. 

Библ. - 28. рис. - 12. 
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УДК 582.282.23.095.3:577.158 

ИЗОФОРМЫ АЖОГОЛЬДЕГИДГОГЕНАЗЫ У МЕТАНОЛ-

УСВАИВАЩИХ ДРОМЕ0 Candid« boidinii И 

Pichia pinne Хейнару Э.Х., Кангур P.O. 

- Уч. зап. Тартуского гос. ун-та, вьш.583. 

Труды по цитологии и генетике, III, 1983, 

с. II5-II9. 

Приведены данные об изоферментном составе алкогольде-

гидрогеназы и их субстратной специфичности у метанолусваи-

вающих дрожжей С. boidinii и Р. pinus при различных режи­

мах выращивания. Найдена только одна изоформа алкогольдеги-

дрогеназы,образование которой не репрессируется глюкозой. У 

всех изоформ, которые проявляются как типичные ЖАВ-зависев» 

алкогольдегидрогеназы, имеется низкое сродство к метанолу. С 

переходом клеток на использование метанола индуцируется син­

тез двух белков 0,04 и 0,09), которые могут быть и нэо-

формами алкогольоксидазы. 

Рис. - 3, библ. - 12 назв. 



УДК 587.282.23.095:577.158 

КОЛЕБАНИЕ АКТИВНОСТЕЙ ПЕРОКСИСОМНЫХ ФЕРМЕН­

ТОВ В КЛЕТОЧНОМ ЦИКЛЕ МЕТАНОЛУСВАИВАИЦИХ 

ДРСВЕЙ. Симискер Я.А., Талпсеп Э.А., 'Кый-

веер Р.К. - Уч. зап. Тартуского гос. ун-та, 

вып. 583. Труда по цитологии и генетике III, 

1983, с. 96-106. 

Исследована динамика активностей алкогольоксидазы, ката-

лазы, формальдегид и формат дегидрогеназы в клеточном цик­

ле у метанолусваиваювдах дрожжей Candida boidinii и piohia 

pinus. Активность алкогольоксидазы (АО) зависит от стадий 

клеточного цикла. В образующихся при почковании дочерних 

клетках активность АО низкая. Максимальная активность АО в 

клетках обнаруживается перед окончанием линейного роста кле­

ток. Резкое уменьшение активности АО происходит при почкова­

нии. Активности каталазы (К), формальдегид- и формиатдегид-

рогеназы в клеточном цикле существенно не колеблются. Пред­

полагается, что контроль синтеза и активностей двух функцио­

нально и структурно связанных пероксисомных ферментов (АО и 

К) осуществляется автономными механизмами. 

Библ. - II; рис. - 4; табл. - I. 

УДК 577.15.082 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ САЙТОВ СВЯЗЫВАНИЯ РНК-ПОЛИМЕ-

РАЗЫ в coli НА ДНК tol-ПЛАЗМИД. Хабихт 

Я.К., Виллемс Р.Л.-Э., Хейнару А.Л. - Уч. 

зап. Тартуского гос. ун-та, выл. 583. Тру­

ды по цитологии и генетике Ш, 1983,с. Ю7-

114. 

В работе разработана методика выделения высокоочищенных 

препаратов tol-плазмид ных ДНК из штаммов Pseudomonas puti-

da, не требующая применения ультрацентрифугирования в гради­

енте плотности CaCI. Показано, что РНК-полямераза Е coli 

транскрибирует р**° и tol1 -плазмидные ДНК.Установлено свя­

зывание РНК-полимеразы в coli на Hind III-B фрагменте TOLx 

ДНК. Этот фрагмент имеет около 22 тысяч пар оснований и при­

сутствует во всех делеционных мутантах tol-плазмид. 

Библ. - 9, рис. 3. 
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