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Исследование реакций, осуществляющих перенос различных соедине­
ний через полупроницаемую клеточную мембрану, является одним из клю­
чевых вопросов современной физиологии бактерий. Наибольшее количест­
во экспериментальных исследований в этой области приходится па изуче­
ние транспорта углеродов, который является интегральным и регулирую­
щим этапом во внутриклеточном катаболизме углеводов (1_3). В настоящее 
время наиболее широко признаны два молекулярных механизма активно­
го транспорта углеводов в бактериальную клетку. Первый из них предпо­
лагает, что углеводы связываются на поверхности мембраны со специфи­
ческими акцепторными белками — пермеазами, а затем с помощью пере­
носчиков транспортируются в клетку, где аккумулируются против кон­
центрационного градиента. В данном случае перенос углевода через мем­
брану п его аккумуляция являются независимыми процессами (4_7). Вто­
рой механизм связан с транслокацией углеводов в клетку с помощью 
фосфоенолппруват-завпспмой фосфотрансферазной системы (ФТС). суще­
ствование которой подтверждено многочисленными биохимическими и ге­
нетическими методами (*~7). ФТС осуществляет сопряжение транспорта 
углеводов с их фосфорилированием, в результате чего углеводы проникают 
в клетку в виде фосфорных эфиров.

Микоплазма является удобной моделью для изучения траспортных ре­
акций, поскольку она лишена клеточной стенки (10). Кроме того, из-за 
малого размера генома в микоплазме отсутствуют многие биооиптети- 
ческие реакции, вследствие чего ее рост зависит от присутствия ряда суб­
стратов в питательпой среде (8_13). Именно поэтому в цитоплазматических 
мембранах должны находиться соответствующие трапспортные системы. 
Тем не менее, транспортные процессы в клетках микоплазмы изучены 
крайне мало. Так, исследовалось потребление калия, аминокислот и аце­
тата (9_1°). Роттем и Рейзен изучали общие закономерности проникнове­
ния некоторых сахаров в клетки Mycoplasma gallisepticum и предположи­
ли существование нескольких транспортных систем (12). Наконец, следу­
ет отметить интересную гипотезу Смита (13, 14) об участии холестерина и 
каротиноидов в переносе глюкозы и ацетата в клетки микоплазмы.

Несомнеипый интерес представляло детальное изучение транспорта уг­
леводов в клетки сапрофитного штамма М. laidlawii, а также выяснение 
взаимодействий между углеводами в процессе их потребления.

Штамм М. laidlawii (получен от проф. Келлера, Иена, ГДР) выращи­
вали 16—18 час. при 37° на среде Эдварда с 5% сыворотки и пенициллином 
(1000 ед па 1 мл среды). Клеточный осадок дважды промывали средой 
выделения (0,25 М NaCl; 0,01 М MgCl2) и суспендировали в этой же среде 
до конечной концентрации белк^4—8 мг/мл (белок определяли по Лоури). 
Включение углеводов, меченных по первому углеродному атому, исследова­
ли в смеси объемом 1 мл: 0,01 М фосфатный буфер pH 7,6; 0,15 М NaCl: 
0,01 М MgCl2 и 0,2 мг белка. Смесь прогревали 10 мин. при 37°, после чего 
вносили меченые углеводы. В опытах использовались С14-мальтоза, С“- 
манноза, С14-галактоза п С14-фруктоза (Амершам, Англия). После инкуба-
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Рис. 1. Транспорт углеводов 
клетками М. laidlawii. а — 
С14-мальтоза (1,4-10~5 мол/ 
/л), б — С14-фруктоза (3,4- 
•10~5 мол/л), в — С14-манно- 
за (3,6-Ю-5 мол/л), г — 
С*‘-галактоза (1,8-10~6 

мол/л)

ции клетки собирали на мембранных фильтрах HUFS (Синиор, Чехосло­
вакия) с диаметром пор 0,3-0,5 ц, дважды промывали холодной средой 
выделения, высушивали и определяли их радиоактивность на жидкостном 
сцинтилляционном спектрометре SL-30 («Интертекник», Франция). При 

исследовании действия ингибиторов клетки 
предынкубировали с ними 10 мин., после чего в 
среду вносили радиоактивные углеводы и вы­
держивали 15 мин.

Из рис. 1 следует, что клетки микоплазмы 
способны накапливать только мальтозу и фрук­
тозу, причем включение мальтозы происходит 
значительно более интенсивно. На рис. 2 пред­
ставлена зависимость поглощения мальтозы от 
ее концентрации в наружной среде. Кривая яв­
ляется классической гиперболой и отражает ак­
тивный характер поступления углевода в клет­
ку п его аккумуляции. На основании этой зави­
симости по методу двойных обратных величии 
была высчитана Кт, низкая величина которой 
(2,86 X 10-5 мол/л) указывает на ферментатив­
ную природу транспорта мальтозы. Концентра­
ционная зависимость и ее обратные величины, 
полученные для фруктозы, приведены на рис. 3. 
Кт для фруктозы составляет 2,6 X 10~5 мол/л. 
И в данном случае можно думать об активном 
характере транспорта в клетки микоплазмы.

Была исследована зависимость транспорта 
углеводов от их содержания в среде роста. Ока­
залось, что интенсивность включения мальтозы 
и фруктозы не изменялась при добавлении к 

среде роста 1% немеченных мальтозы и фруктозы соответственно. Это го­
ворит о конститутивном характере транспортных систем.

Если транспорт углеводов происходит с помощью активного механизма, 
а не путем облегченной диффузии, то внутриклеточная концентрация

Действие ингибиторов на транспорт мальтозы и фруктозы в клетки М. laidlawii

Т а б л и ц а 1

Ингибиторы
Концент­

рация, 
мол/л

Ингибирование 
в %

Ингибиторы
Концент­
рация, 
мол/л

И нг иб про вание 
в %

маль­
тоза фруктоза маль­

тоза фруктоза

Моноиодацетат 10—2 97 65 Днф IO*3 86 50
10'3 55 35 10-3 41 36
10-“ 32 14 IO"4 28 14

Азид натрия 10_3 32 14 п-ХМБ IO'3 96 60
10'4 23 12 io-4 93 43

NaCN 10-2 46 56 М-Этплмале- IO"2 94 72
10"» 32 47 пмид !10-з 92 64
10"4 12 23 ИО-4 77 62

(Ам) должна превышать наружную (7Гнар). Действительно, при концент­
рации мальтозы в наружной среде 7,1 Х^0~ь мол/л Квн/^нар = 18, а для 
фруктозы (наружная концентрация 1,7 X 1(Г5 мол/л) 19. (Все концентра­
ции пересчитывались на 1 цл клеточной воды.) Следовательно, можно по­
лагать, что оба углевода транспортируются в клетку против концентра­
ционного градиента.
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Рис. 2. Зависимость между скоростью включе­
ния С14-мальтозы и ее наружной концентра­
цией. Внутри — обратная зависимость по Лай- 

пуиверу — Бэрку
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Рис. 3. Зависимость между скоростью включе­
ния С14-фруктозы и ее наружной концентра­
цией (10-5 мол/л). Внутри — обратная зави­

симость по Лайпуиверу — Бэрку

Наконец, для окончательного подтверждения активной природы транс­
порта углеводов, а также его ферментативного характера исследовалось 
действие различных метаболических ингибиторов. Результаты опытов сум­
мированы в табл. 1. Очевидно, что поглощение клетками микоплазмы 
мальтозы обнаруживает высокую чувствительность прежде всего к ингиби­
торам SH-групп — N-этилмалеимиду, п-хлормеркурибензоату и монопод- 
ацетату (соответственно 94,93 и 97% ингибирования при концентрации ин­
гибиторов 10-2 мол/л). Эффект наблюдается и при более низких концент­
рациях этих веществ. 2,4-динитрофенол, являющийся разобщителем дыха­
ния и фосфорилирования в ды­
хательной цепи, также вызыва­
ет подавление. Остальные ис­
пытанные нами ингибиторы 
оказались малоактивными. Эти 
же ингибиторы, правда несколь­
ко слабее, подавляли аккумуля­
цию фруктозы.

Обсуждая полученные нами 
данные, следует прежде всего 
отметить, что клетки М. laidla- 
wii способпы активно перено­
сить не только глюкозу (15), но 
также мальтозу и фруктозу. Об 
активной природе транспорта 
этих углеводов свидетельствует 
их накопление против градиен­
та концентрации. В случае об­
легченной диффузии соотноше­
ние К.,, / ЛГнар не должно превы­
шать единицу. В наших опытах 
это соотношение намного пре­
вышало единицу. Полученные 
из концентрационных кривых 
обратные зависимости и вычис­
ленные из них значения кон­
стант Михаэлиса для обоих са­
харов прямо указывают на фер­
ментативный характер перенос­
чиков. Кроме того, это положе­
ние подтверждается реакцией 
транспорта на действие ингиби­
торов SH-групп, которые спе­
цифически подавляют активность

Следует отметить, что поскольку мальтоза и фруктоза являются для 
микоплазмы утилизируемыми субстратами, мы имеем дело не только с 
транспортом (как в случае с углеводами типа а-метилглюкозида или 3-0- 
метилглюкозы), а с транспортом и последующим метаболизмом, что не­
сколько осложняет интерпретацию полученных данных. Тем не менее, учи­
тывая, что исследовались начальные сроки включений, а также роль 
транспортных процессов как первичных этапов метаболизма, следует от­
нести эти результаты к характеристике транспортных систем. Таким обра­
зом, можно считать, что фруктоза и мальтоза переносятся в клетки М. laid- 
lawii специфическими активными транспортными системами, которые 
были показаны для ряда других бактерий (2,4).

транспортных белков (2,4).
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