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Колициногенный фактор Е1 — бактериальная плазмида, определяю­
щая синтез специфического белка колицина Е1, который проявляет ан­
тибиотические свойства по отношению к группе кишечных бактерий. ДНК 
колициногенного фактора Е1 имеет молекулярный вес 4,2Х106 дальто­
нов и присутствует в клетке в логарифмической фазе роста в среднем в 
количестве 20—30 копий (*, 2). Для колициногенного фактора Е1 и не­
которых факторов множественной лекарственной устойчивости показано, 
что при изменении условий культивирования количество копий плазмид- 
ной ДНК в клетке может изменяться (*,3_5).

В настоящей работе исследовалась зависимость количественного со­
держания ДНК колициногенного фактора Е1 в клетках от времени гене­
рации. Различные времена генерации бактериальных клеток достигались 
изменением состава среды и температуры культивирования.

Мы наблюдали, что при изменении состава среды содержание хромо­
сомной и колициновой ДНК в клетке Е. coli K12SE1 существенно меня­
лось. Снижение температуры культивирования от 37 до 21° на содержа­
ние обоих типов ДНК практически не влияло.

В работе использовался штамм Е. coli K12SE1. Состав сред приведен в 
табл. 1. Все источники углерода брались в концентрации 0,2%. Клетки вы­
ращивали при 37° с аэрацией. В опытах с различными температурами (37, 
25 и 21°) использовалась среда М9 (6) с глюкозой. Включение Н3-тимиди- 
на в клетки проводилось в течение времени генерации, характерного для 
каждой среды, в середине логарифмической фазы роста. На 10 мл культу­
ры давали 100 мкС Н3-тимидина (уд. акт. 2,8 С/г), 2 мг дезоксиаденозина и 
50 мкг холодного тимидина. В начале и в конце включения отбирались про­
бы для счета клеток и определения суммарной ДНК; подсчет клеток про­
водился в камере Горяева, ДНК определяли с дифениламином по методу 
Бартона (7). Процедура лизиса клеток проводилась по методу Хелинского 
(8), включающему получение сферопластов при обработке клеток лизоци­
мом и версеном и их последующее разрушение смесью детергентов 
Бридж 58 с дезоксихолатом натрия. Лизаты центрифугировали при 
16 000 об/мин в течение 40 мин. В этих условиях 95% хромосомной ДНК 
переходит в осадок, а ДНК колициногенного фактора остается в надосадоч­
ной жидкости. Осветленные лизаты инкубировали с проназой при концент­
рации 1 мг/мл 20 мин. при 25°. Полученные лизаты фракционировали в 
градиенте концентраций сахарозы (5—20%), приготовленной на TES-бу- 
фере (8), при 39 000 об/мин, 6 час., 4°.

1. Количественные изменения Со1Е1ДНК в клетках при 
росте на различных средах. При выращивании клеток Е. coli 
K12SE1 на различных средах (табл. 1) время генерации изменяется от 37 
до 135 мин. С увеличением времени генерации размеры клеток уменьша­
лись; количество хромосомной ДНК на клетку падало. Исходя из размера 
генома Е. coli, равного 2,8Х109 дальтонов (10), можно рассчитать коли-
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Рис. 1. Фракционирование в градиенте 
концентраций сахарозы осветленных 
лизатов клеток Е. coli K12SE1, выра­
щенных на разных средах. 1 — среды с 
глюкозой, 2 — М9+глицерин, 3 - М9+ 

+пролин

чество геном-эквивалентов в клетках, выращенных на разных средах. Со­
держание ДНК меняется от 6 (обогащенная среда) до 2 (среда с проли­
ном) геном-эквивалентов на клетку. При этом изменения размеров клеток 
четко коррелируют с изменением количества геном-эквивалентов на 
клетку.

Для определения количественных изменений Со1Е1ДНК в клетках 
Е. coli K12SE1 мы измеряли включение Н3-тимидина во фракцию 
Со1Е1ДНК за время генерации. Ко­
личество радиоактивной метки в этой 
фракции ДНК, полученное из профи­
лей сахарозных градиентов (рис. 1), 
отнесенное к приросту клеток за вре­
мя генерации, служило мерой количе­
ственного содержания Со1Е1ДНК в 
клетках Е. coli. Исходя из значений 
приростов числа клеток за генерацию, 
веса хромосомной ДНК и числа им­
пульсов за единицу времени во фрак­
циях хромосомной и колициновой 
ДНК, можно рассчитать среднее со­
держание копий колициногенного 
фактора в клетке на разных средах 
(табл. 1).

Результаты экспериментов пока­
зывают, что при увеличении времени 
генерации на средах с глюкозой или 
пролином наблюдается значительное 
уменьшение содержания в клетке 
хромосомной и колициновой ДНК, 
однако относительное содержание 
этих двух типов ДНК меняется мало. 
Существенно иная картина наблюда­
ется при переходе на среду, содержа­
щую глицерин. В этом случае увели­
чение времени генерации сопровож­
дается уменьшением хромосомной ДНК на клетку, но пропорционального 
уменьшения количества Со1Е1ДНК не происходит; в результате содержа-; 
ние плазмидной ДНК по отношению к суммарной ДНК клетки резко воз­
растает.

Анализ профилей сахарозных градиентов ДНК колициногенных клеток 
показал, что имеются существенные различия во фракциях Со1Е1ДНК при 

Таблица 1
Содержание хромосомной и Со1Е1ДНК в клетках Е. coli K12SE1 ,

при росте на средах различного состава

Среда
Время 
генера­

ции, мин.

Содержа­
ние хро­
мосомной 
ДНК на 
1 клетку. 
X 10-15 г

Число 
геном-эк­
вивален­
тов на 

1 клетку

Включе­
ние Н3-ти- 
мидина в 

СО1Е1ДНК 
за время 
генерации.
имп/мин 

на 107 
клеток

Число 
копий 

СО1Е1ДНК 
на 1 клет­

ку

Число 
копий 

СО1Е1ДНК 
на геном- 

эквива­
лент

М9 + гидролизат казе­
ина (0,5%), дрожже­
вой экстракт (0,3%) + 
+ глюкоза

37-40 28,4 6,0 138 50 8

М9 + глюкоза 55-60 13,7 3,0 65 29 10
М9 + глицерин 65—70 11,0 2,3 100 40 17
М9 + пролин 105-135 9,3 2,0 24 14 7
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выращивании клеток на различных источниках углерода (рис. 1). При 
росте клеток на средах с глюкозой Со1Е1ДНК обнаруживается главным 
образом в форме суперскрученных молекул 23 S (до 80 %), а при росте на 
средах с глицерином и пролином только 30% ДНК находится в форме 
суперскрученных молекул, а 70% в виде открытых колец 17 S. Такое же 
распределение открытых и суперскрученных форм Со1Е1ДНК было обна­
ружено (') в клетках, выращенных на глюкозе и глицерине. Как было

Содержание хромосомной и Со1Е1ДНК в клетках Е. coli K12SE1 
при различных температурах культивирования

Таблица 2

Темпера­
тура, °C

Время гене­
рации, мин.

Хромосомная
ДНК на 
1 клетку, 
Х10-15 г

Число 
геном-экви- 
валентов на 

1 клетку

Включение 
Н3-тимидина 
в СО1Е1ДНК 

за время 
генерации, 

имп/мин на 
107 клеток

Число копий 
СО1Е1ДНК 

на 1 клетку

Число копий
СО1Е1ДНК 

на геном-эк­
вивалент

37 55-60 13,7 3,0 65 29 10
25 110—115 15,2 3,2 61 32 9
21 145—155 16,1 3,4 65 32 8

показано авторами (*), открытая 17 S форма кольцевых молекул возникает 
главным образом, при разрушении комплекса колициновой ДНК с белком 
(комплекс релаксации) при обработке клеток депротеинизирующими аген­
тами в процессе выделения ДНК.

2. Влияние температуры. Снижение температуры культивирова­
ния Е. coli K12SE1 с 37 до 21° на среде М9 с глюкозой приводило к увели­
чению времени генерации втрое (табл. 2). В этих условиях количество хро­
мосомной ДНК на клетку менялось мало. Количество Н3-тимидина, вклю­
ченного за время генерации во фракцию Со1Е1ДНК, в расчете на клетку 
также не менялось, что говорит о постоянстве содержания Со1Е1ДНК на 
клетку в диапазоне исследованных температур.

Приведенные данные показывают, что при изменении условий культи­
вирования, влияющих на время генерации Е. coli K12SE1, характер изме­
нения количества хромосомной и Со1Е1ДНК на клетку сходен. С увеличе­
нием времени генерации при росте клеток на различных средах содержа­
ние ДНК колициногенного фактора падает, подобно содержанию 
хромосомной ДНК. Процентное отношение Со1Е1ДНК от суммарной ДНК 
на средах с глюкозой и пролином меняется мало при изменении времени 
генерации в три раза.

Обнаруженный нами характер количественных изменений хромосом­
ной ДНК в клетке при изменении состава среды и температуры культиви­
рования согласуется с имеющимися литературными данными (“,12). По­
стоянство содержания ColEl и хромосомной ДНК на клетку при снижении 
температуры от 37 до 21° свидетельствует о том, что суммарные скорости 
синтеза этих ДНК уменьшаются одинаково и пропорционально уменьше­
нию скорости роста клеток. Полученные результаты, по-видимому, говорят 
о сходстве регуляции количественного содержания плазмидной и хромо­
сомной ДНК в клетке. К такому же выводу пришли Гёбель и Хелинский 
(3) при сравнении количества Со1Е1ДНК в клетках, выращенных на глю­
козе и ацетате, а также Тераваки и Раунд (5) в случае фактора множест­
венной лекарственной устойчивости Rtsl при росте клеток на нескольких 
средах, дающих разное время генерации.

Однако имеются случаи, когда согласованность синтеза колициновой и 
хромосомной ДНК нарушается, что может свидетельствовать о различиях в 
регуляции количественного содержания этих двух типов ДНК в клетке. 
Например, показано, что при повышении температуры до 42—49° синтез 
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хромосомной ДНК тормозится в значительно большей степени, чем синтез 
Со1Е1ДНК (13). Скоординированность количественных изменений плазмид- 
ной и хромосомной ДНК нарушается также при росте Е. coli на средах с 
глицерином. В этом случае количество хромосомной ДНК на клетку согла­
суется с общей закономерностью изменения содержания ДНК в зависимо­
сти от времени генерации; однако содержание колициновой ДНК не изме­
няется пропорционально хромосомной ДНК, в результате чего количество 
копий Со1Е1ДНК в расчете на геном-эквивалент оказывается в 1,5—2 раза 
выше, чем на других средах. Такой же эффект глицерина по сравнению с 
глюкозой на богатых средах отмечен в (*). Можно было бы предположить, 
что этот эффект связан с влиянием глицерина на состояние Со1Е1ДНК в 
клетке, так как было показано, что в присутствии глицерина, в отличие от 
сред с глюкозой, эта ДНК находится главным образом в комплексе с бел­
ком. Вопрос о возможном участии последнего в репликации плазмидной 
ДНК в настоящее время широко обсуждается, однако однозначного вывода 
пока не сделано (*). В наших опытах высокое содержание Со1Е1ДНК в 
комплексе с белком (70—80%), помимо клеток, выращенных на среде с 
глицерином, наблюдалось также и на пролине, что тем не менее не приво­
дило к увеличению количества Со1Е1ДНК в расчете на геном-эквивалент; 
напротив, оно даже несколько снижалось. По-видимому, в исследованных 
условиях для регуляции количественного содержания плазмидной ДНК в 
клетке не существенно, находится ли большая часть молекул Со1Е1ДНК в 
комплексе с белком или в виде свободных молекул.
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