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Аннотация

Для понимания вопроса о физиологической роли эндонуклеазы Serratia marcescens
исследовали биосинтез, секрецию и продукцию данного фермента бактериями при росте
культуры на полноценной питательной среде, к которой дополнительно добавляли пу-
рины: гуанозин монофосфат или уридин монофосфат; гуанозин или аденозин; гуанин,
аденин или инозин. Показано, что, за исключением гуанозина монофосфата, добавле-
ние в питательную среду одного из перечисленных веществ не оказывало влияния на
рост культуры и негативного влияния на биосинтез эндонуклеазы и продуктивность
бактерий по данному ферменту.
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Введение

Внеклеточная эндонуклеаза (К.Ф.3.1.30.2) грамотрицательных бактерий
Serratia marcescens является наиболее изученным ферментом в ряду бактери-
альных нуклеаз с широкой субстратной специфичностью. Определены многие
физико-химические и биохимические свойства этого фермента, установлены
структура и механизм действия [1–14]. В последние годы были уточнены сведе-
ния о субстратной специфичности. Установлено, что в зависимости от содер-
жания в среде катионов магния эндонуклеаза оказывает предпочтение типу уг-
леводного остатка в составе нуклеиновых кислот [9]. Стало известно, что эндо-
нуклеаза проявляет предпочтение к гидролизу фосфодиэфирных связей вблизи
ГЦ-пар [3]. Показано, что преобладающим компонентом мононуклеотидной
фракции гидролизата РНК является гуанозин монофосфат (ГМФ) в случае изо-
формы Sm2 или уридин монофосфат (УМФ) в случае изоформы Sm1 [5].

Учитывая сформировавшееся мнение об участии эндонуклеазы в обеспече-
нии бактериальных клеток питанием [15], мы предположили, что в качестве
питательных веществ клетки S. marcescens могли бы использовать нуклеотиды,
образуемые эндонуклеазой при гидролизе нуклеиновых кислот, или нуклеози-
ды и азотистые основания при более глубоком гидролизе. В таком случае до-
бавление в питательную среду нуклеотидов, нуклеозидов или азотистых осно-
ваний, вероятно, снижало бы продуктивность клеток по эндонуклеазе за счет
уменьшения ее биосинтеза. Сравнительный анализ биосинтеза эндонуклеазы в
отсутствие и в присутствии мононуклеотидов (ГМФ или УМФ), нуклеозидов
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(гуанозина или аденозина) и азотистых оснований (гуанина, аденина и инозина)
стал целью настоящего исследования.

Материалы и методы

В исследовании использовали бактерии S. marcescens W1050, любезно пре-
доставленные профессором университета г. Хьюстона (США) М. Бенедиком.

Для исследования влияния ГМФ или УМФ на биосинтез эндонуклеазы
культуру выращивали 48 ч при 30 °С с принудительной аэрацией (200 об/мин)
на среде следующего состава (г/л): NaCl – 4.7, NH4Cl – 1.1, Na2SO4 – 0.4, MgCl2 –
0.095, CaCl2 – 0.011, K2HPO4·3H2O – 2.8, глюкоза – 5, гидролизат казеина – 1
и дрожжевой экстракт – 3, pH 7.5. Растворы мононуклеотидов стерилизовали
отдельно при 0.5 атм. и вносили в питательную среду до конечной концентра-
ции 0.1% перед посевом.

Для исследования влияния на биосинтез эндонуклеазы гуанозина, аденозина,
гуанина, аденина и инозина культуру выращивали 36 ч при 37 °С спринуди-
тельной аэрацией (200 об/мин) на среде, состав которой аналогичен описанной,
в которой отсутствовал CaCl2, а содержание MgCl2 было в 10 раз выше. 1%-ные
водные растворы гуанозина, аденозина, гуанина, аденина и инозина готовили
с соблюдением правил антисептики, растворяя пурины при нагревании на ки-
пящей водяной бане, и добавляли в питательную среду непосредственно перед
посевом микроорганизмов до конечной концентрации 0.0005%.

Посевной материал, которым служила культура в стадии экспоненциального
роста при исследовании нуклеотидов и в стадии стационарного роста в остальных
случаях, вносили в свежую среду до достижения оптической плотности 0.16–0.2.
Аликвоты отбирали каждые 1–3 ч в зависимости от фазы роста культуры.

Прирост биомассы измеряли по оптической плотности на КФК-2 при длине
волны 590 нм. За единицу оптической плотности принимали такое светорас-
сеяние, которое при длине волны 590 нм и длине оптического пути 1 см со-
ставляло величину, равную 1.

Для получения периплазматической фракции при определении влияния
мононуклеотидов бактериальные клетки выделяли из 2 мл культуральной среды
центрифугированием при 5000 об/мин в течение 15 мин, отмывали 6–7 раз
0.5%-ным раствором NaCl (до полного удаления с поверхности клеток не свя-
занной с ней эндонуклеазы). Отмытые клетки помещали в гипертонический рас-
твор, содержащий (г/л): Na2HPO4 – 1.5, KH2PO4 – 0.8, NaCl – 0.2, NH4Cl – 0.3,
глюкозы – 4, CaCl2 – 0.01, сахарозы – 17.1, лизоцима – 1, ЭДТА – 1.5 и 10–3 М
фенилметилсульфонилфторида, рН 7.9–8.0, и инкубировали 15 мин при комнат-
ной температуре. Действие лизоцима останавливали охлаждением смеси до 0 °С.
Фракцию периплазмы получали, отделяя сферопласты центрифугированием
при 5000 об/мин в течение 15 мин. Для корректной оценки содержания внутри-
и внеклеточной эндонуклеазы объем исследуемых образцов доводили до 2 мл.

При определении влияния аденина, гуанина, аденозина, гуанозина, инозина
периплазму получали, взяв за основу ранее опубликованный метод [16, р. 78–79]
и внеся необходимые модификации. Для этого бактериальные клетки отделяли
от культуральной жидкости центрифугированием в течение 10 мин при 12000
об/мин. Для удаления с поверхности клеток следов внеклеточной эндонуклеазы
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клетки отмывали 4–5 раз 0.5%-ным NaCl, затем при 4 °С 2 раза 10 мМ Трис-
HCl буфером, рН 8.0, каждый раз собирая центрифугированием при 5000 об/мин
в течение 15 мин. Для нарушения наружной мембраны и клеточной стенки
10 мг сырой биомассы суспендировали в 0.8 мл раствора, представляющего
собой 30 мМ Трис-HCl буфер, рН 8.0, и 60%-ную сахарозу. К суспензии добав-
ляли 20 мкл 0.7%-ного фенилметилсульфонилфторида, 33 мкл 0.25 М К-ЭДТА,
рН 7.0, и 1.6 мг лизоцима и инкубировали при комнатной температуре 30 мин.
Подтверждением нарушения клеточной оболочки служило превращение клеток
в сферопласты, которые определяли светлопольной микроскопией после пред-
варительного окрашивания мазков по Граму. Образовавшиеся сферопласты
отделяли центрифугированием при 12000 об/мин в течение 10 мин. Для под-
тверждения сохранения целостности клеточной мембраны при отделении сфе-
ропластов определяли оптическую плотность надосадочной жидкости при 260
и 280 нм и соотношение полученных значений. А для корректной оценки цело-
стности клеточной оболочки при отделении бактериальных клеток от культу-
ральной жидкости проводили анализ динамики маркерного белка – β-галак-
тозидазы – в периплазме и культуральной жидкости, как рекомендовано в [17].

Нуклеазную активность определяли методом кислоторастворимых фракций
в соответствии с рекомендациями [8].

Фосфатазную активность определяли по образованию п-нитрофенола при
расщеплении п-нитрофенилфосфата (п-НФФ) [18]. Для этого к реакционной
смеси, содержащей 0.2 М Трис-НСl буфер, рН 8.5, 50 мМ MgSO4, 0.2% п-НФФ,
добавляли равный объем исследуемого раствора. Смесь инкубировали при
37 °С до появления желтой окраски. Реакцию останавливали добавлением дву-
кратного объема 0.4 Н NaOH, центрифугировали 5 мин при 5000 об/мин и оп-
ределяли оптическую плотность супернатанта при 410 нм. В контроле на фер-
мент и субстрат фермент к реакционной смеси прибавляли после добавления
0.4 Н NaOH. За единицу фосфатазной активности принимали такое количество
фермента, которое за 1 ч инкубации вызывало увеличение оптической плотно-
сти при 410 нм на единицу в пересчете на 1 мл ферментного препарата.

Продуктивность культуры рассчитывали как отношение ферментативной
активности к массе культуры, выраженной в миллиграммах или единицах оп-
тической плотности культуры.

Биосинтез эндонуклеазы определяли как сумму нуклеазной активности в
культуральной жидкости и периплазме. Активность фермента в периплазме
(Апп) рассчитывали по следующей формуле:

пп сыр80 /(0.01 ),A A B V= ⋅ ⋅ ⋅

где А – активность образца, ед./мл; 80 – кратность разбавления биомассы лизи-
рующей смесью; Всыр – количество биомассы в мг, выделенной из питательной
среды; V – объем питательной среды (1.5 мл); 0.01 – масса клеток в мг.

Статистическую обработку результатов проводили с помощью подпрограммы
статистического анализа графической программы Sigma plot 8.0 (Jandel Scientific
Corporation, США) и программы Microsoft Excel. Проводили выбраковку данных,
находили новые значения среднего арифметического и стандартного отклоне-
ния во вновь установленном доверительном 95%-ном интервале. Определение
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достоверности разницы проводили с применением критерия Стьюдента, исполь-
зуя значения среднего арифметического и стандартной ошибки, полученные
после выбраковки.

Результаты и их обсуждение

Как видно из рис. 1, добавление в среду УМФ приводило к слабым измене-
ниям в росте культуры. По сравнению с ростом в отсутствие мононуклеотидов,
что служило контролем, наблюдались небольшие вариации в длительности фазы
замедления роста, а также максимальной плотности культуры, достигаемой на
32-й час роста в присутствии УМФ и на 24-й час в его отсутствие. Напротив,
при культивировании бактерий на среде с ГМФ происходило удлинение экспо-
ненциальной фазы роста почти в 2 раза и увеличение максимальной плотности
культуры примерно в 1.5 раза по сравнению с контролем.

Рис. 1. Динамика роста S. marcescens в отсутствие (–◊–) и в присутствии ГМФ (–Δ–) или
УМФ (–�–)

Динамика накопления эндонуклеазы в культуральной жидкости (рис. 2, а)
в присутствии УМФ или ГМФ описывалась кривой, включающей три пика, что
отличало от кривой в контроле (в отсутствие нуклеотидов), характеризующейся
двумя пиками. Локализация первых двух пиков в присутствии УМФ совпадала
с контролем. Эндонуклеазная активность в пиковых фракциях была выше, чем
в контроле, соответственно в 1.6 и 1.3 раза. На среде с ГМФ все пики были
смещены к началу культивирования по сравнению с пиками на кривой накоп-
ления эндонуклеазы в присутствии УМФ.

По сравнению с контролем максимальная активность эндонуклеазы в пер-
вом пике была почти в 2 раза выше, во втором, напротив, в 1.2 раза ниже, а в тре-
тьем – приравнивалась к активности второго пика в контроле. Кривые накопления
эндонуклеазы в периплазме при культивировании бактерий в присутствии и
в отсутствие ГМФ были аналогичны по форме (рис. 2, б). Однако эндонуклеазная
активность в пиковых фракциях при культивировании в присутствии ГМФ  была
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Рис. 2. Активность эндонуклеазы в отсутствие (–◊–) и в присутствии ГМФ (–Δ–) или
УМФ (–�–) в культуральной жидкости (а) и в периплазме (б)

почти в 3 раза ниже, чем в его отсутствие (контроль). Аналогичный результат
наблюдали при культивировании бактерий в присутствии УМФ. Во всех иссле-
дованных вариантах содержание эндонуклеазы в окружающей среде было выше,
чем в периплазме. В целом в присутствии УМФ или ГМФ биосинтез эндонук-
леазы изменялся незначительно – на 1–5%, что можно сказать и о продукции
эндонуклеазы в присутствии УМФ. Продукция эндонуклеазы в присутствии
ГМФ уменьшалась примерно на 15%. Из полученных результатов следовало,
что бактерии S. marcescens могут использовать ГМФ в качестве источника пи-
тания, однако, вероятно, после дополнительного гидролиза.

Анализ динамики накопления фосфатазы в культуральной жидкости и пе-
риплазме показал, что в присутствии ГМФ происходит существенное снижение
продуктивности бактерий по данному ферменту по сравнению с контролем
(рис. 3). Идентичные результаты получены в присутствии УМФ. Следовательно,
мононуклеотиды не использовались бактериями в качестве дополнительного ис-
точника фосфора. Вероятно, образуемые под действием фосфатазы нуклеозиды
также не использовались бактериями в качестве дополнительного источника
питания.

б)

а)
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Рис. 3. Продуктивность бактерий по щелочной фосфатазе, локализованной в культу-
ральной жидкости (–●–, –■–) и периплазме (–○–, –�–), в присутствии (–■–, –�–) или
в отсутствие (–●–, –○– ) ГМФ

Рис. 4. Динамика роста S. marcescens в присутствии и в отсутствие пуринов

Исследование влияния на рост культуры и биосинтез эндонуклеазы гуанина
и гуанозина показало следующее.

Ни гуанин, ни гуанозин не оказывали влияния на рост культуры (см.
рис. 4).

Присутствие в среде гуанина или гуанозина приводило к увеличению в 2–3
раза уровня нуклеазной активности в культуральной жидкости (рис. 5, a) и неко-
торому снижению в периплазме (рис. 5, б). При этом, как видно из рис. 6, ни про-
дуктивность бактерий по эндонуклеазе, ни количество эндонуклеазы, синтези-
рованной за 36 ч роста, не зависели от присутствия в среде гуанина и возрастали
примерно на 15% в присутствии гуанозина.

Замена в среде гуанина на аденин, аденозин не влияла на результат. Резуль-
тат, полученный в присутствии инозина, приближался к данным по гуанозину.
Во всех исследованных вариантах наблюдали повышенную по сравнению с кон-
тролем экскрецию эндонуклеазы, что изменяло соотношение внутриклеточной
и внеклеточной фракций эндонуклеазы в пользу последней.
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Рис. 5. Динамика накопления эндонуклеазы в культуральной жидкости (а) и периплазме
(б) в отсутствие (–◊–) и в присутствии аденина (–□–), аденозина (–Δ–), гуанина (–×–),
гуанозина (––), инозина (–○–)

Рис. 6. Биосинтез (■) эндонуклеазы и продуктивность (■) бактерий по эндонуклеазе
в отсутствие (К – контроль) и в присутствии аденина (1), аденозина (2), гуанина (3),
гуанозина (4), инозина (5)

б)

а)



Р. ШАХ МАХМУД и др.36

Таким образом, установлено, что добавление к полноценной питательной
среде пуринов: гуанина, аденина, инозина, гуанозина, аденозина и ГМФ, а также
УМФ не вызывало подавления биосинтеза эндонуклеазы и, за исключением
ГМФ, не снижало продуктивность культуры по эндонуклеазе и не влияло на
рост культуры. Следовательно, пурины,  подвергнутые  сравнительному  ана-
лизу, не являются питательными веществами, для получения которых клетки
S. marcescens синтезируют эндонуклеазу при росте на полноценной питатель-
ной среде.
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BIOSYNTHESIS AND SECRETION OF Serratia marcescens
ENDONUCLEASE IN THE PRESENCE OF PURINES

R. Shah Mahmud, L.M. Bogomolnaya, M.N. Filimonova

Abstract

To understand the physiological role of Serratia marcescens endonuclease, we studied the biosyn-
thesis, secretion and production of this enzyme during the growth of the culture in a synthetic medium
which additionally contained purines (guanosine monophosphate or uridine monophosphate; guanosine or
adenosine; guanine, adenine, or inosine). The addition of any of the listed substances (except for guanosine
monophosphate) to the medium did not have neither any impact on the growth of the culture nor any
negative impact on the endonuclease biosynthesis and the productivity of bacteria in relation to this enzyme.

Keywords: Serratia marcescens, endonuclease, biosynthesis, secretion, mononucleotides, purines.
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