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УДК S77.152.314.14
АМ.КУЛЬБА, А.А.ЭЛЫАММУДИ

ОБНАРУЖЕНИЕ РЕСТРИЦИРУЮЩИХ ЭНДОНУКЛЕАЗ 
У БАКТЕРИЙ РОДА AEROMONAS

Fifty two bacterial strains of the genus Aeromonas isolated from natural sources were screened for the pre­
sence of site-specific endonucleases. It was determined that 3 strains produced type Il restriction endonucleases.

Рестрицирующие эндонуклеазы широко используются в различного рода 
генно-инженерных экспериментах для анализа первичной структуры ДНК, 
в других молекулярно-биологических и молекулярно-генетических исследовани-

47



ях. Хотя к настоящему времени описано более 2000 таких ферментов [1], поиск 
и выделение новых рестриктаз остаются актульными прежде всего потому, что 
при этом могут быть обнаружены ферменты с новыми специфичностями. Кро­
ме того, даже при выявлении изошизомеров уже известных рестриктаз обнару­
жение новых штаммов-продуцентов может оказаться полезным в связи с более 
дешевыми и простыми методами культивирования или менее сложной проце­
дурой выделения.

Рестриктазы выявлены у бактерий более 70 различных родов, в том числе и 
представителей семейства Vibrionaceae1 к которым относятся и бактерии рода 
Aeromonas. Однако у этих бактерий такие ферменты до сих пор не обнаружены.

В настоящей работе приводятся результаты исследования нуклеолитичес- 
кой активности бактерий Aeromonas1 выделенных из природных источников.

Материал и методика

В работе использовано 52 штамма бактерий рода Aeromonas1 для культиви­
рования которых использовали полноценные жидкие и агаризованные среды.

Выявление рестриктаз осуществляли по модифицированному методу [2]. 
Электрофорез в агарозном геле и рестрикцию ДНК проводили согласно [3].

Результаты и их обсуждение
Способность синтеза рестриктаз бактериями Aeromonas выявляли путем 

элетрофоретического анализа ДНК фага X, обработанной частично очищенны­
ми фракциями экстрактов испытуемых клеток, разрушенных ультразвуком. На 
основании появления на элекгрофореграммах дискретных полос после воздей­
ствия на ДНК фага X бесклеточными экстрактами анализируемых бактерий был 
сделан вывод, что бактерии штаммов Aeromonas sp. 10, 28 и A.hydrophila 45 
продуцируют рестрицирующие эндонуклеазы.

Остальные штаммы по степени нукпеолитической активности можно разде­
лить на 4 группы (таблица): 1) штаммы, клетки которых характеризуются очень 
высокой нуклеазной активностью; 2) штаммы, бактерии которых отличаются 
меньшей активностью неспецифических нукпеаз; 3) штаммы с незначительной 
активностью неспецифических нукпеаз и 4) штаммы, у которых активность нук- 
леаз отсутствует.

Нуклеолитическая активность бактерий рода Aeromonas

Вид. штамм Наличие нукпеолитической активности

рестрицирующей неспецифической

A.hydrophila 35,39,41,47,50,
Aeromonas sp.5,13,34 - +++
Aeromonas sp.8,9,11,14,15,20,22,31,32,40 - ++
A.punctala 1,
A.hydrophila 2,3,36,52,
Aeromonas sp.4,12,19,21,25,33,48,51 - +
A.hydrophila 37,38,44,
Aeromonas sp.6,7,16,17,18,24,26,27,29,30,43,46,49 - -
A.hydrophila 45,
Aeromonas sp.28 + -
Aeromonas sp.10 + +

П р и м е ч а н и е : о з н а ч а е т  отсутствие активности, количество знаков ”+” -  степень активности.

Следует отметить невысокое содержание обнаруженных рестриктаз в бес- 
кпеточных экстрактах, что затрудняет изучение их свойств. Тем не менее мож­
но заключить, что ферменты, содержащиеся в клетках Aeromonas sp.10 и 28, 
обозначенные в соответствии с принятой номенклатурой AspIOI и Asp28I, отно­
сятся к крупнощепящим, поскольку расщепляют ДНК фага X на небольшое 
число фрагментов (4 и 10 соответственно).

В то же время фермент, продуцируемый штаммом A.hydrophila 45, Ahy45I, 
можно считать мелкощепящим, так как он гидролизует ДНК фага X на очень 
большое (не поддающееся подсчету) число фрагментов. В связи с этим была 
предпринята попытка изучения свойств данного фермента с использованием в 
качестве субстрата рестрикции ДНК плазмиды pBR322. При этом из-за низкого
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содержания фермента приходилось прибегать к довольно длительной (4-6 ч) 
инкубации ДНК в присутствии экстракта. Удалось установить, что максимальная 
активность фермента проявляется во фракции 8 при температурах 28 и 37°С, а 
число фрагментов, на которое Ahy45I расщепляет ДНК плазмиды pBR322 -  не 
менее 18. Анализ картин рестрикции ДНК pBR322 всеми 16 ферментами, узна­
ющими последовательность из 4 нуклеотидов, и сравнение их с таковой для 
фермента Ahy45I позволяет заключить, что ни одна из них не совпадает с кар­
тиной рестрикции Ahy45I. Можно предполагать, что последовательность, узна­
ваемая данным ферментом, содержит 5 нуклеотидов, причем центральный нук­
леотид вырожден, т.е. может быть любым из четырех возможных. Ферменты, 
узнающие такие последовательности, расщепляют ДНК фага А . на 74—380 
фрагментов, ДНК плазмиды pBR322 -  на 16-26 фрагментов [4].
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АНТИОКСИДАНТНЫЕ СВОЙСТВА МЕЛАНИНОВЫХ ПИГМЕНТОВ 
ИЗ ASPERGILUS NIGER

Antioxidation and genoprotection properties of melanin pigments isolated from culture liquid Aspergilus niger 
were researched. Melanin inhibitate metabolic activation of aminobyphenyls on the peroxidation pathway and 
prevent from damages DNA by products of benzidin oxidation.

Предупреждение онкологических заболеваний, вызванных веществами, при­
меняемыми в современном производстве, является одним из наиболее акту­
альных вопросов антиканцерогенеза. В анилинокрасочной, резинотехнической 
и во многих других отраслях промышленности используются органические со­
единения, обладающие мутагенными и канцерогенными свойствами, в частно­
сти ароматические амины [1]. Большинство из них не токсичны, но продукты их 
метаболической активации проявляют мутагенные и канцерогенные свойства. 
Образующиеся высокоактивные соединения инициируют процессы перекисного 
окисления липидов в мембранах, непосредственно взаимодействуют с нуклеи­
новыми кислотами и белками [2].

Большой интерес исследователей вызывает изучение антиканцерогенного 
действия антиоксидантов с различными механизмами действия !обладающих 
непосредственной антирадикальной активностью, связывающих супероксид- 
ные радикалы, разрушающих перекиси и др. [3,4]. Очевидна возможность сни­
жения токсичного действия продуктов метаболической активации ароматиче­
ских аминов с помощью различных антиокислителей.

Многочисленной группой природных антиоксидантов являются фенольные 
соединения, способные к обратимому окислению. Это обусловливает их учас­
тие в окислительно-восстановительных реакциях, в которых они могут быть 
донорами или акцепторами электронов и протонов. Антиокислительной актив­
ностью обладают животные и растительные токоферолы, нафтохиноны, уби- 
хиноны, флавоноиды, растительные пигменты [5].

Недостаточно изученной, но широко распространенной группой природных 
антиоксидантов являются меланиновые пигменты. Они встречаюся среди орга­
низмов практически всех эволюционных уровней. Эти пигменты, выделенные 
из различных источников, проявляют удивительное единство свойств и мало 
различаются по основным физико-химическим показателям. Меланины пред­
ставляют собой гетерополимеры фенольных производных. Они образуются 
в результате окислительной полимеризации тирозина, диоксифенилаланина и 
катехоламинов и могут рассматриваться как стабильные радикалы [6,7].

Целью нашей работы было выделение меланиновых пигментов из культу­
ральной жидкости Aspergilus niger и изучение их антиоксидантных и генопротек­
торных свойств в процессе метаболической активации ароматических аминов 
по пероксидазному пути окисления .
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