
ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2000. Ò. 41. ¹ 6404

Îäíèì èç íàèáîëåå áûñòðûõ è âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûõ
ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ îáùåé áàêòåðèàëüíîé çàðàæåííîñ-
òè ðàçëè÷íûõ îáúåêòîâ ÿâëÿåòñÿ áèîëþìèíåñöåíòíàÿ
ÀÒÐ-ìåòðèÿ, êîãäà ïî êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî
àäåíîçèí-5' -òðèôîñôàòà (ÀÒÐ) îïðåäåëÿþò êîëè÷åñòâî
êëåòîê. Ïðåäâàðèòåëüíî ìèêðîáíûå êëåòêè ðàçðóøàþò
ðàçëè÷íûìè õèìè÷åñêèìè àãåíòàìè (êèñëîòû, îðãàíè-
÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè, ïîâåðõíîñòíî-àêòèâíûå âåùåñòâà) è
èçìåðÿþò ïåðåøåäøèé â ðàñòâîð ÀÒÐ ñ ïîìîùüþ ëþ-
öèôåðèí-ëþöèôåðàçíûõ ðåàãåíòîâ [1]. Ñåëåêòèâíîñòü îï-
ðåäåëåíèÿ ìèêðîáíûõ çàãðÿçíåíèé áèîëþìèíåñöåíòíûì
ìåòîäîì ìîæåò áûòü äîñòèãíóòà ïðè èñïîëüçîâàíèè
ëèáî ñïåöèôè÷åñêèõ ñðåä äëÿ íàðàùèâàíèÿ ìèêðîáíûõ
êëåòîê îïðåäåëåííîãî âèäà, ëèáî ñåëåêòèâíûõ ìåòîäîâ
âûñâîáîæäåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÐ. Èçâåñòíû ôîòîäè-
íàìè÷åñêèå ìåòîäû ðàçðóøåíèÿ êëåòîê, îñíîâàííûå íà
ïðîöåññå ôîòîñåíñèáèëèçàöèè � ïåðåäà÷è ýíåðãèè îò
ñåíñèáèëèçàòîðà, âîçáóæäàåìîãî âèäèìûì (ïðåèìóùå-
ñòâåííî êðàñíûì) ñâåòîì, ê ìîëåêóëå êèñëîðîäà, â ðå-
çóëüòàòå ÷åãî îáðàçóåòñÿ ñèíãëåòíî âîçáóæäåííûé êèñëî-
ðîä [2], îáëàäàþùèé âûñîêîé ðåàêöèîííîé ñïîñîáíîñ-
òüþ. Ãåíåðàöèÿ ñèíãëåòíîãî êèñëîðîäà ïðîèñõîäèò â
ìåñòå ëîêàëèçàöèè âîçáóæäàåìûõ ñâåòîì ìîëåêóë ñåíñè-
áèëèçàòîðà, êîòîðûé, êàê ïðàâèëî, àäñîðáèðóåòñÿ íà êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàíàõ. Ïîñëåäíèå è ÿâëÿþòñÿ ãëàâíîé ìèøå-
íüþ ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ [3]. Óâåëè÷åíèå ïðî-
íèöàåìîñòè ìåìáðàí ïðèâîäèò ê ïîâðåæäåíèþ è â êîíöå
êîíöîâ ê ãèáåëè êëåòîê. Àíòèìèêðîáíûé ýôôåêò òàêèõ
ôîòîàêòèâèðóåìûõ ñîåäèíåíèé, êàê ïîðôèðèíû è ôòàëî-
öèàíèíû, îïèñàí äëÿ ðàçëè÷íûõ øòàììîâ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ [4–10]. Äëÿ íåêîòîðûõ èç íèõ îáíàðóæåíà ñåëåêòèâ-
íîñòü äåéñòâèÿ íà ãðàìïîëîæèòåëüíûå èëè ãðàìîòðèöà-
òåëüíûå áàêòåðèè [8, 9]. Ïîñêîëüêó ôîòîäèíàìè÷åñêîå

âîçäåéñòâèå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ïðîíèöàåìîñòè êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàí äëÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ìåòàáîëèòîâ, òî
ñëåäîâàëî îæèäàòü, ÷òî òàêîé ìåòàáîëèò, êàê ÀÒÐ, ïðè
ôîòîäèíàìè÷åñêîì ïîâðåæäåíèè òàêæå áóäåò âûòåêàòü
âî âíåêëåòî÷íóþ ñðåäó, ãäå åãî ìîæíî èçìåðÿòü áèîëþ-
ìèíåñöåíòíûì ìåòîäîì. Ïîäáîð ôîòîñåíñèáèëèçàòîðîâ,
ñåëåêòèâíî àäñîðáèðóþùèõñÿ íà ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëå-
òî÷íûõ ìåìáðàí, ïîçâîëèë áû îïðåäåëÿòü îäíè ìèêðî-
îðãàíèçìû íà ôîíå äðóãèõ, ò. å. ñäåëàë áû ìåòîä áèîëþ-
ìèíåñöåíòíîé ÀÒÐ-ìåòðèè  ñåëåêòèâíûì.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿëîñü âûÿñíåíèå âîçìîæ-
íîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà
êëåòêè êàê àëüòåðíàòèâíîãî ìåòîäà ýêñòðàêöèè âíóòðèêëå-
òî÷íîãî ÀÒÐ â áèîëþìèíåñöåíòíîé ÀÒÐ-ìåòðèè. Â êà÷å-
ñòâå ìîäåëüíîé êóëüòóðû áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòêè äðîæ-
æåé Saccharomyces cerevisiae, à â êà÷åñòâå ñåíñèáèëèçàòî-
ðà � äèìèãèí.

 Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èñïîëüçîâàëè áóëüîííûå êóëüòóðû ìèêðîáíûõ êëåòîê
Saccharomyces cerevisiae è E. coli., àäåíîçèí-5' -òðèôîñ-
ôàò (ÀÒÐ) («Reanal», Âåíãðèÿ), äèìèãèí (2,4-äè(α-ìåòîê-
ñè-ýòèë)äåéòåðîïîðôèðèí IX ) (Èíñòèòóò áèîìåäèöèíñêîé
õèìèè ÐÀÌÍ), ñâåæåïåðåãíàííûé äèìåòèëñóëüôîêñèä
(DMSO), íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè «õ.÷.» («Sigma», ÑØÀ),
ÀÒÐ-ðåàãåíò ÈÌÌÎËÞÌ [1], ñîäåðæàùèé èììîáèëèçî-
âàííóþ ëþöèôåðàçó ñâåòëÿêîâ, D-ëþöèôåðèí, MgCl2.
Èíòåíñèâíîñòü áèîëþìèíåñöåíöèè ðåãèñòðèðîâàëè íà
ëþìèíîìåòðå 3550i («New Horizons», ÑØÀ). Âñå ìàíè-
ïóëÿöèè ñ ìèêðîîðãàíèçìàìè, çà èñêëþ÷åíèåì îáëó÷å-
íèÿ, ïðîâîäèëè â ëàìèíàðå GS («Babcock», Ãåðìàíèÿ).
Êóëüòèâèðîâàíèå ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðîâîäèëè â òåðìî-
ñòàòèðóåìîé êà÷àëêå Certomat («B. Braun», Ãåðìàíèÿ).
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Èçó÷åíî âûòåêàíèå àäåíîçèí-5'-òðèôîñôàòà (ÀÒÐ) èç êëåòîê äðîææåé ïðè èõ ôîòîäèíàìè-
÷åñêîì ïîâðåæäåíèè â ïðèñóòñòâèè ôîòîñåíñèáèëèçàòîðà äèìèãèíà (2,4-äè(ααααα-ìåòîêñèýòèë)-
äåéòåðîïîðôèðèíà IX). Â îòñóòñòâèå äèìèãèíà âûòåêàíèÿ ÀÒÐ íå ïðîèñõîäèò. Ïîëó÷åíû çà-
âèñèìîñòè êîíöåíòðàöèè âûòåêàþùåãî ÀÒÐ ((ÀÒÐ)out) îò êîíöåíòðàöèè  äèìèãèíà, âðåìåíè
òåìíîâîé ïðåäûíêóáàöèè êëåòîê ñ äèìèãèíîì, îò äîçû è ìîùíîñòè ñâåòà. Îïðåäåëåíû îïòè-
ìàëüíûå óñëîâèÿ ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ, ïðè êîòîðûõ êîíöåíòðàöèÿ (ÀÒÐ)out  ïðî-
ïîðöèîíàëüíà êîëè÷åñòâó êëåòîê. Äèìèãèí íå îêàçûâàåò ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà
êëåòêè E. coli, íî ïîâðåæäàåò êëåòêè äðîææåé â ñìåñè ñ E. coli, ÷òî óêàçûâàåò íà âîçìîæ-
íîñòü ñåëåêòèâíîãî îïðåäåëåíèÿ êëåòîê ìèêðîîðãàíèçìîâ ïî êîëè÷åñòâó ÀÒÐ, âûòåêàþùåãî
èç êëåòîê ïðè ôîòîäèíàìè÷åñêîì âîçäåéñòâèè.

*Àäðåñàò äëÿ ïåðåïèñêè.
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Îáëó÷åíèå êëåòîê ïðîâîäèëè íà ëàáîðàòîðíîé óñòàíîâêå,
ñîñòîÿùåé èç ëàìïû íàêàëèâàíèÿ, âîäÿíîãî ôèëüòðà, ïî-
ãëîùàþùåãî ÓÔ-èçëó÷åíèå, êðàñíîãî ôèëüòðà ÎÑ-14 è
ñâåòîâîëîêîííîãî êàáåëÿ (ïëîùàäü ñå÷åíèÿ 25 ìì2). Âåëè-
÷èíó ìîùíîñòè èçëó÷åíèÿ îïðåäåëÿëè íà èçìåðèòåëå
ÈÌÎ-2Í.

Ïîëó÷åíèå è î÷èñòêà áèîìàññû. Çàïàñíûé çàìîðîæåí-
íûé â 40%-ì ãëèöåðèíå ïîðöèÿìè ïî 0,5 ìë òèòð êëåòîê
ïîìåùàëè â 5 ìë æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû, èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 10�12 ÷ (37°, 140 îá/ìèí), îòáèðàëè 0,5 ìë
êóëüòóðû, ïîìåùàëè â 5 ìë ñâåæåé ïèòàòåëüíîé ñðåäû è
èíêóáèðîâàëè â óñëîâèÿõ, îïèñàííûõ âûøå, â òå÷åíèå
2�3 ÷ äî äîñòèæåíèÿ òðåáóåìîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
(ïðè 590 íì) ñóñïåíçèè. Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â äàëüíåéøåé
ðàáîòå ïðîáó ñóñïåíçèè êëåòîê îòìûâàëè áóôåðíûì
ðàñòâîðîì îò ïèòàòåëüíîé ñðåäû ïóòåì äâóêðàòíîãî öåíò-
ðèôóãèðîâàíèÿ (2500 îá/ìèí, 10 ìèí).

Ôîòîäèíàìè÷åñêîå âîçäåéñòâèå íà êëåòêè. Ñóñïåí-
çèþ êëåòîê  ðàçäåëÿëè íà òðè îáðàçöà, â äâà èç êîòîðûõ
äîáàâëÿëè äèìèãèí â êîíöåíòðàöèè îò 10 äî 100 ìêã/ìë.
Îáðàçöû èíêóáèðîâàëè â òåìíîòå ïðè ïîñòîÿííîì ïåðå-
ìåøèâàíèè â òå÷åíèå 0�115 ìèí. Çàòåì îäèí èç îáðàç-
öîâ, ñîäåðæàùèõ äèìèãèí, ïîìåùàëè â êþâåòó (250 ìêë)
è îñâåùàëè êðàñíûì (ôèëüòð ÎÑ-14) èëè áåëûì ñâåòîì
ìîùíîñòüþ 0,005�0,033 Âò â òå÷åíèå 3�15 ìèí. Ïëîùàäü
îáëó÷àåìîé ïîâåðõíîñòè ñîñòàâëÿëà ≈25 ìì2. Äâà äðóãèõ
îáðàçöà èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ. Èçìåðÿëè
êîíöåíòðàöèþ âíåêëåòî÷íîãî ÀÒÐ âî âñåõ òðåõ îáðàçöàõ
(ñì. íèæå) è ðàññ÷èòûâàëè êîíöåíòðàöèþ âûòåêøåãî ÀÒÐ
([ÀÒÐ]out) â èçìåðÿåìîì îáðàçöå êàê ðàçíèöó êîíöåíòðà-
öèé ÀÒÐ â îáëó÷åííîì è êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ. Êîíöåíò-
ðàöèÿ âíåêëåòî÷íîãî ÀÒÐ â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ îòëè÷à-
ëàñü îò íóëåâîé èç-çà ïðèñóòñòâèÿ ïðèìåñè ÀÒÐ â áóôåð-
íîì ðàñòâîðå è èç-çà ÷àñòè÷íîé çàñâåòêè êîíòðîëüíîãî
îáðàçöà, ñîäåðæàùåãî äèìèãèí. Ïàðàëëåëüíî èçìåðÿëè
îáùóþ êîíöåíòðàöèþ ÀÒÐ ([ÀÒÐ] tîtal) â îáðàçöå ïîñëå
äîáàâëåíèÿ ê àëèêâîòå 10-êðàòíîãî èçáûòêà DMSO. Êîí-
öåíòðàöèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÐ îïðåäåëÿëè êàê ðàçíè-
öó êîíöåíòðàöèé (ÀÒÐ)tîtal è (ÀÒÐ)out.

Èçìåðåíèå êîíöåíòðàöèè ÀÒÐ. Âî ôëàêîí ñ ëèîôèëè-
çîâàííûì ÀÒÐ-ðåàãåíòîì ÈÌÌÎËÞÌ äîáàâëÿëè 10 ìë
äåèîíèçèðîâàííîé âîäû, âûäåðæèâàëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå 12 ÷ äëÿ ñíèæåíèÿ ôîíîâîãî ñâå÷åíèÿ. Çà-
ïàñíûé 1 ìÌ ðàñòâîð ÀÒÐ-ñòàíäàðòà â äåèîíèçèðîâàííîé
âîäå ãîòîâèëè ïî òî÷íîé íàâåñêå è çàìîðàæèâàëè ïîðöè-
ÿìè ïî 0,5 ìë. Ïåðåä èçìåðåíèåì ïîðöèþ ðàçìîðàæèâà-
ëè, ðàçáàâëÿëè äåèîíèçèðîâàííîé âîäîé äî êîíöåíòðàöèè
1 ìêÌ è õðàíèëè âî ëüäó, èñïîëüçóÿ ïîëó÷åííûé ðàñòâîð
ÀÒÐ-ñòàíäàðòà â òå÷åíèå 2�3 ÷. Äëÿ èçìåðåíèÿ êîíöåíò-
ðàöèè ÀÒÐ â êþâåòó ëþìèíîìåòðà âíîñèëè 150 ìêë ÀÒÐ-
ðåàãåíòà, âñòðÿõèâàëè, èçìåðÿëè ôîíîâûé ñèãíàë I1, äî-
áàâëÿëè 50 ìêë îáðàçöà (ïðè èçìåðåíèè âíåêëåòî÷íîãî
ÀÒÐ) èëè 50 ìêë ïîëó÷åííîãî ýêñòðàêòà â DMSO (ïðè èç-
ìåðåíèè îáùåãî ÀÒÐ), âíîâü âñòðÿõèâàëè è èçìåðÿëè ñèã-
íàë îáðàçöà I2. Çàòåì äîáàâëÿëè 10 ìêë ðàñòâîðà ÀÒÐ-
ñòàíäàðòà, âñòðÿõèâàëè è èçìåðÿëè ñèãíàë I3. Êîíöåíòðà-
öèþ ÀÒÐ ([ÀÒÐ], ìêÌ)  ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âëèÿíèå óñëîâèé ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà
êîíöåíòðàöèþ âûòåêàþùåãî èç êëåòîê äðîææåé ÀÒÐ.
Îñâåùåíèå êðàñíûì ñâåòîì (äîçà 6,6 è 19,8 Äæ) ñóñïåí-
çèè êëåòîê äðîææåé, íå ñîäåðæàùåé äèìèãèíà, íå âëèÿëî
íà îáùóþ êîíöåíòðàöèþ ÀÒÐ è íå óâåëè÷èâàëî, à äàæå
íåñêîëüêî ñíèæàëî êîíöåíòðàöèþ âíåêëåòî÷íîãî ÀÒÐ íå-
çàâèñèìî îò äîçû, ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ÷àñòè÷íûì
ãèäðîëèçîì ñâîáîäíîãî ÀÒÐ. Ñëåäîâàòåëüíî, â îòñóòñòâèå
äèìèãèíà îñâåùåíèå êëåòîê íå âûçûâàåò âûòåêàíèÿ ÀÒÐ
èç êëåòîê äðîææåé. Îäíèì èç ñóùåñòâåííûõ ôàêòîðîâ,
âëèÿþùèõ íà ôîòîäèíàìè÷åñêèé ýôôåêò, ÿâëÿåòñÿ äëè-
òåëüíîñòü òåìíîâîé ïðåäûíêóáàöèè êëåòîê ñ ñåíñèáèëèçà-
òîðîì, ò.å. âðåìÿ äîñòèæåíèÿ íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé êîí-
öåíòðàöèè ïîñëåäíåãî íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê â ðåçóëüòàòå
àäñîðáöèè, ÷òî ìîæåò òàêæå âëèÿòü è íà êîíöåíòðàöèþ
âûòåêàþùåãî èç êëåòîê ÀÒÐ. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîãî âîïðîñà
îñâåùåíèþ ïîäâåðãàëè îáðàçöû, ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáè-
ðîâàííûå â òåìíîòå ñ äèìèãèíîì â òå÷åíèå 0 � 115 ìèí.
Ïðè âðåìåíè ïðåäûíêóáàöèè 0�17 ìèí íå íàáëþäàëè âû-
òåêàíèÿ ÀÒÐ, ïðè 17�55 ìèí êîíöåíòðàöèÿ (ÀÒÐ)out ðîñëà
ëèíåéíî ñ óâåëè÷åíèåì äëèòåëüíîñòè ïðåäûíêóáàöèè, äî-
ñòèãàëà ïîñòîÿííîé âåëè÷èíû è äàëåå íå èçìåíÿëàñü ïðè
óâåëè÷åíèè äëèòåëüíîñòè ïðåäûíêóáàöèè äî 80 ìèí, à çà-
òåì íà÷èíàëà óìåíüøàòüñÿ. Ðîñò êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out ñ
óâåëè÷åíèåì äëèòåëüíîñòè òåìíîâîé ïðåäûíêóáàöèè
ìîæíî îáúÿñíèòü òåì, ÷òî àäñîðáöèîííîå ðàâíîâåñèå äè-
ìèãèí (ðàñòâîð) ↔ äèìèãèí (ìåìáðàíà) äîñòèãàåòñÿ íå
ìãíîâåííî, à â òå÷åíèå íåêîòîðîãî âðåìåíè. Ïîñëå äîñòè-
æåíèÿ ýòîãî ðàâíîâåñèÿ ôîòîäèíàìè÷åñêèé ýôôåêò ñî-
õðàíÿåòñÿ ïîñòîÿííûì, à äàëüíåéøåå åãî ïàäåíèå ñêîðåå
âñåãî ñâÿçàíî ñ áîëåå ãëóáîêèì ïîâðåæäåíèåì êëåòîê,
ïðè êîòîðîì âûñâîáîæäàþòñÿ ÀÒÐ-ãèäðîëèçóþùèå ôåð-
ìåíòû. Äàííîå óìåíüøåíèå êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out íå
ìîæåò áûòü ðåçóëüòàòîì ÷àñòè÷íîé ãèáåëè êëåòîê, òàê
êàê â ïðîöåññå èíêóáàöèè êîíöåíòðàöèÿ (ÀÒÐ)total ïðàê-
òè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ. Íàèáîëåå âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ
(ÀÒÐ)out äîñòèãàåòñÿ ïðè äëèòåëüíîñòè ïðåäûíêóáàöèè â
òåìíîòå 55�80 ìèí. Êîíöåíòðàöèÿ ñåíñèáèëèçàòîðà îêàçû-
âàåò áîëüøîå âëèÿíèå íà ôîòîäèíàìè÷åñêèé ýôôåêò. Ñ åå
óâåëè÷åíèåì ðàñòåò êîíöåíòðàöèÿ (ÀÒÐ)out è äîñòèãàåò
ìàêñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ ïðè ñîäåðæàíèè ñåíñèáèëèçàòîðà

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out äëÿ êëåòîê äðîæ-
æåé ïðè èõ ôîòîäèíàìè÷åñêîì ïîâðåæäåíèè îò äîçû êðàñíî-
ãî ñâåòà: 1 � ïðè ôèêñèðîâàííîé ìîùíîñòè (0,026 Âò) è
ðàçíîì âðåìåíè ýêñïîçèöèè (3�15 ìèí); 2 � ïðè ôèêñèðîâàí-
íîé ýêñïîçèöèè (3 ìèí) è ðàçíîé ìîùíîñòè (0,008�0,055 Âò)

                            (I2 − I1)
 [ÀÒÐ], ìêÌ   =    ⋅  K
                            (I2 − I3)

, ãäå Ê = 0,19 äëÿ (ÀÒÐ)out

  è 1,9 äëÿ (ÀÒÐ)tîtal.
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50 ìêã íà 1 ìë   îáðàçöà. Òàêèì îáðàçîì, îïòèìàëüíàÿ
êîíöåíòðàöèÿ   äèìèãèíà ñîñòàâèëà 50 ìêã íà 1 ìë îá-
ðàçöà.

Äîçà ïðèëàãàåìîãî îáëó÷åíèÿ äîëæíà îêàçûâàòü ñóùå-
ñòâåííîå âëèÿíèå íà êîíöåíòðàöèþ (ÀÒÐ)out. Óâåëè÷åíèå
äîçû ìîæåò áûòü äîñòèãíóòî ëèáî ïóòåì âàðüèðîâàíèÿ
ìîùíîñòè èñòî÷íèêà ñâåòà ïðè ïîñòîÿííîé äëèòåëüíîñòè
îñâåùåíèÿ, ëèáî èçìåíåíèåì åãî äëèòåëüíîñòè ïðè ïî-
ñòîÿííîé ìîùíîñòè ñâåòà. Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè
(ÀÒÐ)out îò äîçû, êîãäà ìîùíîñòü ñîõðàíÿëàñü ïîñòîÿííîé
(0,026 Âò), à óâåëè÷åíèå äîçû äîñòèãàëîñü ïóòåì óâåëè÷å-
íèÿ äëèòåëüíîñòè îáëó÷åíèÿ îò 3 äî 15 ìèí (ðèñ. 1, êðè-
âàÿ 1) áûëà ëèíåéíîé. Êîãäà æå äîçà âîçðàñòàëà ïðè óâå-
ëè÷åíèè ìîùíîñòè èñòî÷íèêà ñâåòà îò 0,008 äî 0,055 Âò
ïðè ïîñòîÿííîé äëèòåëüíîñòè îáëó÷åíèÿ (3 ìèí), òî ïî-
ëó÷àëè ñëîæíóþ çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out îò
äîçû (ðèñ. 1, êðèâàÿ 2). Ïðè äîçå äî 4,5 Äæ êîíöåíòðàöèÿ
(ÀÒÐ)out ëèíåéíî çàâèñåëà îò äîçû è êðèâûå 1 è 2 ñîâïà-
äàëè. Ïðè äîçàõ, ïðåâûøàþùèõ 4,5 Äæ, çàâèñèìîñòü êîí-
öåíòðàöèè (ÀÒÐ)out îïèñûâàëàñü íå ëèíåéíîé, à êâàäðà-
òè÷íîé çàâèñèìîñòüþ. Íàáëþäàåìîå ÿâëåíèå ìîæíî
îáúÿñíèòü òåì, ÷òî ïðè êîðîòêèõ âðåìåíàõ îáëó÷åíèÿ è
âûñîêîé ìîùíîñòè ñâåòà êëåòêà «íå óñïåâàåò» âêëþ÷èòü
ìåõàíèçìû ðåïàðàöèè, ïðåïÿòñòâóþùèå ïîòåðå ÀÒÐ. Ïðè
ìåíüøåé ìîùíîñòè è áîëåå äëèòåëüíîé ýêñïîçèöèè êëåò-
êà, âîçìîæíî, ÷àñòè÷íî âîññòàíàâëèâàåò öåëîñòíîñòü

ìåìáðàíû è àêòèâíîñòü ÀÒÐ-ñèíòåçèðóþùåé ñèñòåìû.
Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ äîñòèæåíèÿ ìàêñèìàëüíîãî ýôôåêòà
âûòåêàíèÿ ÀÒÐ ïðè ôîòîäèíàìè÷åñêîì âîçäåéñòâèè îñâå-
ùåíèå ñëåäóåò ïðîâîäèòü ïðè íåïðîäîëæèòåëüíîé ýêñïî-
çèöèè, íî âûñîêîé ìîùíîñòè èñòî÷íèêà ñâåòà.

Äëèíà âîëíû èñòî÷íèêà ñâåòà � åùå îäíà õàðàêòåðèñ-
òèêà, êîòîðàÿ ìîæåò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà ôîòîäèíàìè-
÷åñêèé ýôôåêò, îäíàêî îñâåùåíèå êëåòîê êàê êðàñíûì
(620�700 íì), òàê è áåëûì (400�700 íì) ñâåòîì íå âëèÿëî
íà ôîòîäèíàìè÷åñêèé ýôôåêò. Èçâåñòíî, ÷òî â çàâèñèìîñ-
òè îò ôàçû ðîñòà êëåòîê ñîäåðæàíèå èõ âíóòðèêëåòî÷íîãî
ÀÒÐ íåñêîëüêî ìåíÿåòñÿ [1]. Òàê, ïðè ïåðåõîäå îò ëîãà-
ðèôìè÷åñêîé ôàçû ê ñòàöèîíàðíîé ñîäåðæàíèå âíóòðè-
êëåòî÷íîãî ÀÒÐ íåìíîãî ñíèæàåòñÿ. Ïðè ôîòîäèíàìè÷åñ-
êîì âîçäåéñòâèè íà êëåòêè, íàõîäèâøèåñÿ â ïîçäíåì ñòà-
öèîíàðå (À590 = 3,75), êîíöåíòðàöèÿ (ÀÒÐ)out ìàëî îòëè÷à-
ëàñü îò êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out äëÿ êëåòîê, íàõîäèâøèõñÿ â
ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà. Ñëåäîâàòåëüíî, êîíöåíòðà-
öèÿ (ÀÒÐ)out ïî÷òè íå çàâèñèò îò ôàçû ðîñòà êëåòîê. Òà-
êèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî
îïòèìàëüíûìè óñëîâèÿìè ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåé-
ñòâèÿ íà êëåòêè äðîææåé ÿâëÿþòñÿ: 50 ìêã/ìë äèìèãèíà,
60 ìèí òåìíîâîé ïðåäûíêóáàöèè,  îñâåùåíèå êðàñíûì
ñâåòîì äîçîé 7,8 Äæ.

Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out îò êîëè÷åñòâà
êëåòîê â îáðàçöå. Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîçìîæíîñòè îïðåäåëå-
íèÿ êëåòîê áèîëþìèíåñöåíòíûì ìåòîäîì ïî êîíöåíòðà-
öèè (ÀÒÐ)out ïðè èõ ôîòîäèíàìè÷åñêîì ïîâðåæäåíèè
áûëà ïîëó÷åíà çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out  îò êî-
ëè÷åñòâà êëåòîê â èñõîäíîì îáðàçöå (ðèñ. 2). Äëÿ ýòîãî
èç ïîñòîÿííî ðàñòóùåé êóëüòóðû äðîææåé ÷åðåç îïðåäå-
ëåííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè îòáèðàëè ïðîáû êëåòîê,
ïîäâåðãàëè ôîòîäèíàìè÷åñêîìó âîçäåéñòâèþ â îïòèìàëü-
íûõ óñëîâèÿõ, óêàçàííûõ âûøå, è èçìåðÿëè êîíöåíòðàöèè
(ÀÒÐ)out è (ÀÒÐ)total. Íà ðèñ. 2 ïîêàçàíà ëèíåéíàÿ çàâèñè-
ìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out îò ñîäåðæàíèÿ êëåòîê â èñ-
õîäíîì îáðàçöå, êîòîðàÿ îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì

                y = 0,0131x      (R2 = 0,96).

Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)total, ýêñòðàãèðîâàííî-
ãî ñ ïîìîùüþ DMSO, îò êîëè÷åñòâà êëåòîê â èñõîäíîì
îáðàçöå ïîêàçàíà íà ðèñ. 3. Ýòà çàâèñèìîñòü îïèñûâàåòñÿ
ëèíåéíûì óðàâíåíèåì âèäà

                y = 0,011x – 0,0076    (R2 = 0,99).

Â ïåðâîì ñëó÷àå (ðèñ. 2) èçìåðÿëè ÀÒÐ â èñõîäíîé
ñóñïåíçèè êëåòîê, à âî âòîðîì (ðèñ. 3) � â ñóñïåíçèè,
ðàçáàâëåííîé â 10 ðàç äîáàâëåíèåì ÄÌÑÎ äëÿ ýêñòðàê-
öèè âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÐ. Èñïîëüçîâàííûé â ðàáîòå

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)out äëÿ êëåòîê
äðîææåé ïðè èõ ôîòîäèíàìè÷åñêîì ïîâðåæäåíèè îò êî-
ëè÷åñòâà êëåòîê â èñõîäíîì îáðàçöå. Äîçà îáëó÷åíèÿ
7,8 Äæ, ýêñïîçèöèÿ 5 ìèí, âðåìÿ òåìíîâîé èíêóáàöèè

     ñ 50 ìêã/ìë äèìèãèíà 60 ìèí

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè (ÀÒÐ)total äëÿ êëåòîê
äðîææåé ïðè èõ ôîòîäèíàìè÷åñêîì ïîâðåæäåíèè îò êî-
ëè÷åñòâà êëåòîê â èñõîäíîì îáðàçöå. Ïðèâåäåíû ðåçóëü-
òàòû èçìåðåíèé ÀÒÐ äëÿ ýêñòðàêòà êëåòîê ñ ïîìîùüþ

 DMSO. Óñëîâèÿ ñì. â ïîäïèñè ê ðèñ. 2

Êîíöåíòðàöèÿ (ÀÒÐ)out , ìêÌÑîñòàâ îáðàçöà
Äîçà 7,8 Äæ Äîçà 9,6 Äæ

Êëåòêè E. ñoli 0 0

Êëåòêè E. ñoli + S.
cerevisiae (ñìåñü 1:1)

0,04 0,06

Êîíöåíòðàöèÿ (ÀÒÐ)out äëÿ êëåòîê E. ñoli  è äëÿ èõ
ñìåñè ñ äðîææàìè  Saccharomyces cerevisiae  ïîñëå

ôîòîäèíàìè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ ðàçíûìè äîçàìè
ñâåòà

Êëåòêè, ìëí/ìë
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ÀÒÐ-ðåàãåíò èìåë íèæíèé ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ÀÒÐ, ðàâ-
íûé 0,001 ìêÌ. Äëÿ çàâèñèìîñòè, ïîêàçàííîé íà ðèñ. 2,
ýòî ñîîòâåòñòâóåò ñîäåðæàíèþ êëåòîê â èñõîäíîì îáðàçöå
76 000 êë/ìë, à äëÿ çàâèñèìîñòè, ïîêàçàííîé íà ðèñ. 3, �
780 000 êë/ìë. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ýêñòðàêöèè âíóòðèêëå-
òî÷íîãî ÀÒÐ ñ ïîìîùüþ DMSO íèæíèé ïðåäåë îáíàðó-
æåíèÿ êëåòîê ìåòîäîì ÀÒÐ-ìåòðèè ïî÷òè â 10 ðàç âûøå,
÷åì ïðè èñïîëüçîâàíèè ôîòîäèíàìè÷åñêîãî ìåòîäà âûñ-
âîáîæäåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî ÀÒÐ.

Ñåëåêòèâíîå îïðåäåëåíèå êëåòîê äðîææåé â ïðè-
ñóòñòâèè ãðàì-îòðèöàòåëüíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ (êëå-
òîê E. coli). Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå îá óñòîé÷è-
âîñòè ãðàìîòðèöàòåëüíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ê ôîòîäèíà-
ìè÷åñêîé äåñòðóêöèè â ïðèñóòñòâèè äèìèãèíà [8, 10]. Â
ñâÿçè ñ ýòèì ìû âûÿñíèëè âîçìîæíîñòü ñåëåêòèâíîãî îï-
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