
Таким образом , полученные в результате  проведенного и сследова­
ния дан ны е свидетельствую т о том, что п реп араты  иммобилизованного 
окситиамина ок азы ваю т  более значительное в сравнении с немодифи- 
цированны м  соединением канцеростатическое действие на А Р Э  у  м ы ­
шей. Н аибольш ую  эффективность д ан н ы е  п р еп араты  проявляю т в н а ­
чальны й и интенсивный периоды роста опухоли. Отличительными осо­
бенностями противоопухолевого действия преп аратов  им м обилизованно­
го окситиамина в сравнении с другими известными производными д а н ­
ного антивитам ина  и самим окситиамином явл яется  их эф ф ективность 
при однократном  применении и более вы сокая  избирательность дей ст­
вия. Установлено, что A T -10-4 превосходит по активности другие и зу­
ченные соединения и о казы вает  пролонгированное канцеростатическое 
действие в отношении А РЭ . П од влиянием  данного п р еп арата  п о д ав л я ­
ется процесс деления опухолевых клеток, в о зр астает  количество повре­
ж денны х и- погибших онкоцитов, эф ф ективно  тормозится  рост опухоли 
и в 2,5 р а за  увеличивается  по сравнению с контролем среднее время 
ж и зни  ж ивотны х, что позволяет  сделать  заклю чени е  о перспективности 
дальнейш его  углубленного изучения АТ-10-4 в качестве  противоопухо­
левого средства.
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У Д К  '579.8
Н. П. М А К С И М О В А

ВИ ДО ВА Я  И Д Е Н Т И Ф И К А Ц И Я  М Е Т А Н О Л У Т И Л И З И Р У Ю Щ И Х  
Б А К Т Е Р И Й  P S E U D O M O N A S  SP.  M

Р ан ее  из пром ы ш ленны х стоков был выделен ш там м  ф а к у л ь т ат и в ­
ных м етилотроф ны х бактерий, отнесенный к сапрофитны м ф луоресц и­
рую щ им бактери ям  и на основании родовы х признаков  обозначенный 
к а к  P se u d o m o n a s  sp. M  [I]. Б ак тер и и  этого ш там м а  наряду  с полиугле- 
родными су бстратам и  способны ути ли зи ровать  т а к ж е  одно- и дву у гл е ­
родные соединения (метанол, этанол, ац етат  и др .) ,  что позволило р а с ­
см атри вать  их в качестве  потенциальны х продуцентов биологически 
активны х соединений при вы ращ и ван и и  клеток на деш евых источниках 
углерода-. Н а  основании приведенного предполож ен ия  у бактерий 
P se u d o m o n a s  sp. M изучена регуляц ия  биосинтеза ароматических ам и ­
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нокислот [2— 4 ] , определены  механизм ы  увеличения продукции трипто­
ф а н а  [5] и получены продуценты данной аминокислоты [6].

С апроф итны е ф луоресцирую щ ие бактерии рода P se u d o m o n a s  вкл ю ­
чаю т д в а  основных вида: P. pu t id a  и P. f luorescens, клетки которых х а ­
р актер и зу ю тся  определенными физиолого-биохимическими и и м м уноло­
гическими свойствами, а т а к ж е  гомологией Д Н К  — Д Н К  [7, 8]. Вместе 
с тем и дентиф икац ия  этих видов сопряж ен а  с известными трудностями, 
обусловленны м и слож ностью  их внутривидовой структуры. Так, нап ри ­
мер, вид P. f luo rescens  объедин яет  пять биотипов, а P. p u t id a  — д в а  [7, 8], 
четкие таксоном ические критерии которых в настоящ ее  врем я еще окон­
ч ательно не определены.

В п редставляем ой  работе  приводится подробная физиолого-биохими- 
ческая  х ар ак тер и сти ка  бактерий P se u d o m o n a s  sp. М, аргум ентирую щ ая 
их видовую принадлеж ность .

Материал и методика

О бъектом  исследования служ или  бактерии P se u d o m o n a s  sp. М, вы де­
ленны е из сточных вод  М инского за в о д а  медпрепаратов , а т а к ж е  б ак те ­
рии других родов и видов (P seu d o m o n as ,  E rw in ia ,  Bacillus , S a rc ina ,  
Escherich ia ,  K lebsiella , C itrobac te r ,  S tap hy lococcus) ,  применявш иеся д ля  
вы явлен ия  ан ти бактери альн ы х  свойств изучаемого микроорганизм а. Д л я  
этих ж е  целей использовали  р я д  эталонны х ш там м ов  флуоресцирую щ их 
P se u d o m o n a s ,  полученных из Всесоюзной коллекции м икроорганизм ов 
(г. М о с к в а ) ;  P. pu tida  (7 ш там м о в ) ,  P. f luorescens  (12 ш там м ов) и 
P. a e ru g in o sa  (15 ш там м ов) .

Б ак тер и и  в ы ращ и вали сь  в ж и дкой  и агаризованн ой  среде М9 [9 ] , а 
т а к ж е  полноценной питательной среде Кинг В [10].

Ф изиолого-биохимические свойства бактери й  изучали  общ епри ня­
тыми м етодам и [7, 11, 12]; окраску  ж гутиков  осущ ествляли  стан д ар т ­
ным способом [13]. Способность бактерий ути лизи ровать  органические 
соединения (углеводы, спирты, аминокислоты и др.) изучали при 30 °С. 
К онц ентрац ия  источника углерода  соответствовала 0,1— 0,2 %.

П родукци я  флуоресцирую щ его пигмента определялась  спектрофото­
метрически при длине волны 400 нм после в ы ращ и ван и я  клеток в тече­
ние 24 ч в ж и дк ой  минимальной среде, со держ ащ ей  сукц инат  (0,4 % ) .  
Вы деление и очистку пигмента осущ ествляли  по описанной ранее  мето­
дике [1 4 ] ; ан тибактериальную  активность определяли  методом «отсро­
ченного антагонизм а»  [15].

Результаты и их обсуждение

Морфологические и культуральные признаки, Грам отрицательны е 
клетки  изучаемого  ш там м а  имею т ф орм у прям ы х палочек разм ером  0,6— 
2— 3 ц с округленными концами, о б л ад аю т  2— 4 монополярно р ас п о л а ­
гаю щ им ися  ж гутикам и , спор и кап сул  не образую т.

Н а  агари зован н ы х  питательны х средах  клетки ф орм ирую т гладкие, 
плоские, круглы е с ровным краем  колонии серовато-белого цвета, дости­
гаю щ ие через 24 ч вы р ащ и ван и я  2— 3 мм в диам етре. П ри посеве уко­
лом рост регистрируется в основном на поверхности среды; в ж идких 
средах  образуется  интенсивное помутнение. В дополнительны х ф акторах  
роста не н уж даю тся . Я вляю тся  облигатны м и аэробам и , оптим альная  
тем п ература  роста 28— 30 °С, при 4 и 41 0C рост отсутствует, оптимум 
p H  среды в пределах  6,8— 7,3.

Пигменты. Б ак тери и  изучаем ого  ш там м а  продуцирую т ж ел то -зел е­
ный флуоресцирую щ ий пигмент (пиовердин Р м), о б н ар у ж и ваем ы й  при 
вы ращ и ван и и  на среде  К инг В либо на  минеральной  среде с сукцинатом. 
М ак си м ал ь н ая  продукция пигмента  отмечается  при 28— 30 cC и pH в пре­
д ел ах  6,5— 8,0. С пектральн ы е характери сти ки  пиовердина P m (рисунок) 
аналогичны характери сти кам  ф луоресц ирую щ их пигментов P. pu tida  и
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P. f luorescens  [14, 16], однако по аминокислотному составу пиовердин P m 
сущ ественно отличается  от всех синтезируемых указан ны м и выше б ак те ­
риальны м и ш там м ам и  пигментов [14, 16, 17].

А ,

Спектр поглощ ения пиовердина P m бактерий P seudom onas 
sp. M  (в очищенном от Fe3+-HOHOB виде, pH  раствора 7,0)

Т а б л и ц а  I
Спектр антибактериальной 

активности P seudom onas sp. M

К оличество штаммов

Штаммы проверен ­
ных

чувствитель­
ных

P seu d o m o n as 251 245

C itro b ac te r I I

E scherich ia I I

K lebsiella I I

E rw in ia 239 226

B acillus 4 4

S taphy lococcus I I

S a rc in a I I

Всего 499 480(96 ,2% )

Т а б л и ц а  2

А нтибактериальная активность 
P seudom onas sp. M в отношении 

представителей Pseudom onas 
флуоресцирую щ ей группы

К оличество штаммов
Штаммы

Pseudom onas п роверен ­
ных

чувстви­
тельны х %

pu tid a 7 7 100,0

fluorescens 12 11 9 1 ,6

aeru g in o sa 15 15 100,0

П иовердин  P m п р о явл яет  антибактери альн ую  активность не только 
в отношении бактерий  других родов и видов (табл. I) ,  но и п о д ав л яю ­
щ его больш инства  близкородственны х P se u d o m o n a s  ф луоресцирую щ ей 
группы (табл . 2 ) .  Р ядом  авторов [18, 19] было установлено, что ан ти б ак ­
те р и а л ь н а я  активность ф луоресц ирую щ их пигментов P se u d o m o n a s  п рояв ­
ляется  только в отношении п редстави телей  других таксономических 
групп, в то врем я как  пиовердин P m подавляет  рост всех испытуемых 
культур  P se u d o m o n a s  независим о от их видовой принадлеж ности . И схо­
дя  из этого м ож н о предполож ить, что изучаем ы й ш тамм либо п р и н адле­
ж и т  к новому виду ф луоресц ирую щ их бактерий P seu d o m o n as ,  либо син-
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тезируемы й его кл еткам и  пиовердин P m отличается от всех описанных 
ранее  пигментов этого ряда. В любом случае  необходимо отметить, что 
спектр антибактери альн ого  действия ф луоресцирую щ его пигмента б а к ­
терий P se u d o m o n a s  sp. M не м ож ет  служ ить  удовлетворительны м таксо ­
номическим критерием, определяю щ им  видовую принадлеж ность .

Т а б л и ц а  3

Х арактеристика питательных потребностей бактерий P seudom onas sp. M 
и клеток типовых ш таммов Pseudom onas

Тип реакции

С убстрат
P. putida

Г
ру

пп
ь P seudom onas 

sp. M биотип А* биотип Б*
P. fluorescens 
биотип V -5*

I

ацетат, сукцинат, фума- 
рат, л актат, глутарат, 
цитрат, пируват, глице­
рин, п-оксибензоат, глю ­
коза, ф руктоза, бутанол, 
этанол, L-аспартат, L -глу- 
там ат, L-аргинин, L-npo- 
лин, L -тирозин, L-фенил- 
аланин, L -аланин, L -лей- 
цин, L-изолейцин, L -ва- 
лин, L -орнитин, L -гисти- 
дин, L -лизин

+ + +

2
сорбит, целлобиоза, дуль- 
цит, лактоза , рамноза, 
т -и н о зи т , L -треонин, L- 
норлейцин

— — — —

м алонат + ± + ±

маннит — — + —
D -ксилоза — — + —
L-арабиноза — — + —
сахароза — — ± —
D -манноза — — + —

D -галактоза — — + —

метанол + — — —

3
изобутанол — + + +
креатин — + ± —
ацетам ид — ± + —
никотинат — + . — —
триптамин — + . + —
бензиламин + + ' + —

антранилат — — + —

глицин + + ' + —
L-серин — ± + —

L-триптофан —- ---' II —

П р и м е ч а н и я :  характеристика ш таммов P. pu tida  биотип А и био­
тип Б , а такж е P. fluorescens биотип V-5 в зята  из опубликованных работ 
[7, 20]; * — знак « + »  обозначает полож ительную  реакцию  более чем у 75 % 
ш там мов; знак «—» — отрицательную  реакцию  менее чем у 25 % штаммов; 
зн ак  « ± »  указы вает, что признак варьирует менее чем у 75 % ш таммов, но 
более чем у 25 % ш таммов.
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Физиолого-биохимические признаки. В качестве  источника азота 
бактерии P se u d o m o n a s  sp. M способны ути лизи ровать  соли аммония, 
мочевину и нитраты. Р еакц и я  на окси дазу  и к а т а л а з у  п олож ительн ая ;  
реакц и я  Фогес — П р о ск ау эр а  отрицательная . И ндол и сероводород  не 
образую т. В ы деляю т ам м иак. П ри росте па средах, со д ер ж ащ и х  5 %-й 
раствор сахарозы , леван  не образую т. Тест на анаэробную  д ен и тр и ф и к а ­
цию отрицательный. Л е ц и ти н азн ая  активность отсутствует. Аргининди- 
ги д р о л азн ая  реакц ия  п олож ительн ая . H e гидролизую т кр а х м а л ,  ж е л а ­
тин, Твин-80. Расщ еп лен и е  катехольного  кольц а  при утилизации ар о м а ­
тических соединений осущ ествляется  по орто-пути. П еречисленны е выше 
признаки характерны  д ля  бактерий P se u d o m o n a s ,  относящ ихся к видам 
P. pu t id a  и биотипу V-5 P. f luo rescens  (биотип V-5 соответствует био­
типу G этого ж е  вида по кл ассиф икации  С тениера [7]). Д л я  окон чатель­
ной видовой идентификации изучаем ы х бактерий исследовалась  их спо­
собность ути лизи ровать  в качестве  источников углерода  различны е 
органические соединения с последую щ им сравнением  определяем ы х  пи­
тательны х  потребностей с потребностями типовых ш там м ов (табл . 3). 
К а к  видно из таблицы , по х а р а к те р у  утилизации субстратов клетки 
ш там м а  P se u d o m o n a s  sp. M отличаю тся  от сравн и ваем ы х  типовых ш та м ­
мов лиш ь утилизацией  веществ, входящ их в третью  группу. С опоставляя  
х ар актер  потребления субстратов данной группы, об н ар у ж и ваем  сходство 
изучаем ы х бактерий с бактери ям и  P. pu t id a  биотипа А и P. f luorescens 
биотипа V-5, причем с последними в наи больш ей степени.

Следует  отметить, что систематическое п олож ен ие  бактерий, относя­
щ ихся к P. f luorescens  биотипу V-5, в настоящ ее  врем я  еще окончательно 
не определено, поскольку входящ и е  в него представители  по р яду  при­
зн ак ов  очень близки к а к  к виду P. pu tida ,  т а к  и к P. f luo rescens  [20]. 
В частности, клетки этого биотипа отли чаю тся  от P. pu t id a  биотипа А 
только  отсутствием способности ути лизи ровать  никотинат, триптамин, 
бен зилам ин  и глицин, а от известны х бактерий P. f luo rescens  —  о тр и ц а ­
тельной реакцией  на анаэробную  ден итриф икац ию , а т а к ж е  в а р и а б е л ь ­
ностью х а р а к т е р а  роста при 4 0C и р а зж и ж е н и я  ж елатины . В силу боль­
шего сходства  представителей  биотипа V-5 P. f luorescens  и бактерий 
P. pu tida  Б а р р е т  с соавторам и  [20] предлож и ли  отнести их к виду P. p u ­
tid a ,  выделив их в новый биотип С.

О сновы ваясь  на указан н ы х  вы ш е реком ен дац и ях  и учитывая идентич­
ность больш инства  признаков  бактери й  изучаемого  ш там м а  с клеткам и 
биотипа V-5 P. f luorescens ,  бактерии P se u d o m o n a s  sp. M целесообразно 
идентиф ици ровать  к а к  P. pu t id a  биотип С, а поскольку клетки  этого 
ш та м м а  о б л а д а ю т  способностью ути ли зи ровать  метанол, н азв ать  его 
P. pu t id a  М. В свое врем я  м етан олути ли зи рую щ и е бактерии P. pu tida ,  
относящ иеся к ф луоресц ирую щ ей  группе P se u d o m o n a s ,  были у ж е  опи­
саны  ранее Я м а д а  с соавторам и  [21].

Н еобходим о отметить, что особое таксоном ическое полож ение б акте ­
рий P. p u t id a  M в сравнении с ш ироко распространенны м и сап роф и тн ы ­
ми флуоресцирую щ им и P se u d o m o n a s ,  по-видимому, и обусловливает  х а ­
рактер  вы явленного  спектра  антибактери альн ой  активности синтезируе­
мого ими пигмента (пиовердина Р м), п одавляю щ его  рост не только 
представителей  P. pu tida ,  но т а к ж е  и больш ин ства  бактерий, относя­
щ ихся к виду P. f luorescens .
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У Д К  597.554.3
E. С. ІОРОЧКО

У Р А В Н Е Н И Е  ЗАВИСИМ ОСТИ ВР ЕМ ЕН И  
Э М Б Р И О Н А Л Ь Н О Г О  РА ЗВ И Т И Я  КАРП А  

( C Y P R IN U S  CARPIO)
ОТ ТЕ М П Е РА Т У РЫ  В О Д Ы

Д л я  организмов, не способных к сам орегуляции темп ературы  тела, 
таки е  важ н ей ш и е проявления  ж изнедеятельности , к ак  развитие и рост, 
возм ож н ы  лиш ь в определенном диап азон е  температур  среды обитания. 
Н али ч и е  нижнего и верхнего температурны х порогов, говорит о д о ста ­
точно сложной ф орм е зависимости темпов р азвития  и роста  таких  о р га ­
низмов от тем п ературы  среды, хотя д ля  ограниченного д и ап азон а  тем ­
ператур эту зависимость мож но удовлетворительно описать  д а ж е  у р а в ­
нением прямой линии.

И зучать  ан ализи руем ую  зависимость лучш е всего в эмбриональном 
периоде развития  щ.роста, т а к  как  в этом случае исклю чается  влияние 
другого мощного ф ак то р а  —  пищевого.

Естественно, что наи более  полные дан ны е по влиянию  температуры 
на пойкилотермные организм ы  можно найти д л я  хозяйственно ценных 
видов, каким явл яется  важ н ей ш и й  объект  ры боводства  — карп. О боб­
щ енные данны е по влиянию  темп ературы  воды на длительность периода 
эмбрионального  р азвития  к ар п а  приведены в виде эмпирической вогну­
той кривой в монографии В. Ш теф фенса [ I ] .  Так, при температуре во­
ды  15 0C длительность этого периода составляет  в среднем 9,3 сут., при 
20 0C — 4,1, при 30 0C —-1,5 сут.

Если вместо длительности  периода эм б риональн ого  разви ти я  (D , сут) 
на граф и ке  представить  величину скорости разви ти я  ( v = \ / D )  от тем п е­
рату р ы  (T) ,  то получится S -образн ая  кри вая  с точкой перегиба выше 
1/2 м аксим альн ой скорости разви ти я  (Ушах= I/-Dmrn) • Т а к а я  зависимость 
в общем виде м ож ет  быть описана 4-парам етрической  функцией логи ­
стического роста организм ов  [2], имеющей, прим еняя  соответствующие 
обозначения, следую щ ий вид:

I   I /P m in   / 1 \

P  ~  (I +  С е ~ аТ)п ’ 
где D — время эм бриональн ого  развития , T — т ем п ер ату р а  воды, п , а  
и С — константы, е —  основание  н атуральн ы х  логариф м ов .
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