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К настоящему времени сведения о составе ДНК у микроорганизмов 
из рода Bdellovibrio, паразитирующих в клетках грамотрицательных бак­
терий, ограничиваются лишь данными по величине температуры плавления 
этих ДНК (*)• Природа азотистых оснований и, в особенности, минорные 
основания в ДНК этих паразитирующих бактерий неизвестны. Вместе с 
тем обнаружено, что экстракты из зараженных Bdellovibrio bacteriovorus 
клеток Pseudomonas fluorescens заметно отличаются по специфичности 
ДНК-метилазпых активностей от экстрактов из незаряженных клеток 
Ps. fluorescens; это позволило предположить, что паразитические бакте­
рии обладают собственными ДНК-метилирующими ферментами, которые 
отличны от ДНК-метилаз бактерии-хозяина С). Нет данных о нуклеотид­
ной последовательности ДНК Bdellovibrio bacteriovorus. Вместе с тем, 
изучение первичной структуры ДНК этого организма — паразита бакте­
рий — представляет интерес как для познания структуры генома этой бак­
терии, так и для уточнения таксономического положения и степени гете­
рогенности рода Bdellovibrio в бактериальном мире, а также для выясне­
ния своеобразного пути эволюции генома и выработки у бактерий парази­
тического образа существования в клетках прокариот.

В настоящей работе исследован нуклеотидный состав ДНК у парази­
тической и сапрофитной форм Bdellovibrio bacteriovorus штамма ОНИ. 
Кроме того, мы провели сравнительное изучение содержания разных пи­
римидиновых изоплит в ДНК сапрофитной формы и предприняли попыт­
ку выявить минорные основания в ДНК паразитической формы Bd. bacte­
riovorus штамма ОПН.

Для получения бактериальной массы сапрофитной формы Bd. bacte­
riovorus штамма ОПН культуру выращивали на среде Руе (’) при 37° до 
титра 1 • 109 кл/мл; клетки отделяли центрифугированием и промывали 
физиологическим раствором. Паразитическую форму Bd. bacteriovorus 
штамма ОПН культивировали на клетках Escherichia coli штамма 
ЦМПМ-В-70 (мет-) на синтетической среде в присутствии (метил-3Н)- 
метионииа (0,25 мС, «Amersham») при 28° в течение 1 суток. Клетки 
Е. coli отделяли фильтрованием через миллппоровые фильтры «AUFS» 
(1,5 мкм). Биомассу паразитической формы Bd. bacteriovorus штамма 
ОПН из фильтрата отделяли центрифугированием и хранили при —20°.

Из клеток сапрофитной и паразитической форм Bd. bacteriovorus 
штамма ОПН выделяли ДНК по методу Мармура (4) с РНКазной и про- 
назной обработкой. Меченую ДНК из паразитической формы выделяли по 
модифицированному методу Шмидта и Таннгаузера (5). Определение нук­
леотидного состава выделенных препаратов ДНК проводили спектрофото­
метрически после гидролиза ДНК до оснований (57 % НС1О4, 100°, 1 час) 
и разделения оснований с помощью хроматографии па бумаге (5) или в 
тонком слое ДЭАЭ-целлюлозы (6). Меченую ДНК гидролизовали таким 
же образом, и основания разделяли путем хроматографии на бумаге в
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Рис. 1 Рис. 2
Рис, 1. Термическая денатурация ДНК разных форм Bdellovibrio 
bacteriovorus. 1 - ДНК сапрофитной формы, 2 — ДНК паразитиче­

ской формы
Рис. 2. Зависимость количественного содержания нуклеотидного 
материала (Д') в изоплитах из разных ДНК от длины пиримиди­
новых блоков (изоплит). п — число нуклеотидных остатков в цепи 
пиримидинового олигонуклеотида. 1 — ДНК Е. coli В, 2 - ДНК 

Bdellovibrio bacteriovorus

щелочном растворителе н-бутанол — 25 °/о NHtOH—Н2О (60—0,1—10) (5). 
Зоны хроматограмм, соответствующие по Rf местоположению 5-метилци- 
тозина и №-метиладенина и обычным основаниям, вырезали, элюировали 
1 мл 0,1 N НС1 во флаконы с 10 мл сцинтиллятора. Радиоактивность 
элюатов измеряли по специальной программе (диоксановый сцинтилля­
тор-кислота) на сцинтилляционном счетчике «Магк-2» («Nuclear-Chi- 
cago»). Плавление препаратов ДНК в стандартном солевом растворе осу­
ществляли на регистрирующем спектрофотометре SP-700 («Unicum») в 
специальных кварцевых кюветах. Определение Т™ и содержания ГЦ-иар 
оснований в ДНК по кривым плавления производили по методу Мармура 
и Доти (7).

Для изучения количественного содержания разных по длине пирими­
диновых блоков (изоплит) в ДНК сапрофитной формы Bd. bacteriovorus 
штамме ОПН и Е. coli В, препараты этих ДНК гидролизовали до пири­
мидиновых последовательностей муравьиной кислотой в присутствии ди­
фениламина по методу Бартона (8). Смесь пиримидиновых олигонуклео­
тидов РупРп+i разделяли по длине с помощью ионообменной хроматогра­
фии на отдельные изоплиты, как это описано ранее (9). Количество 
нуклеотидного материала в отдельных изоплитах определяли спектро­
фотометрически (9).

ДНК сапрофитной и паразитической форм Bd. bacteriovorus штамма 
ОПН принадлежат к АТ-типу и не отличаются по нуклеотидному составу. 
Содержание ГЦ-пар оснований в этих ДНК, по данным хроматографиче­
ского анализа в сочетании со спектрофотометрией, составляет соответ­
ственно 42,3 и 42,1 мол. % (табл. 1). Не удалось выявить ощутимых раз­
личий у этих ДНК также по характеру и температуре плавления (рис. 1). 
Тпл ДНК сапрофитной и паразитической форм Bd. bacteriovorus штамма 
ОПН составляет 87,2° и 87,1° соответственно. Таким образом, судя по ве­
личинам Пл, эти ДНК должны содержать 43,6 и 43,4 мол. % ГЦ-пар осно­
ваний. Это довольно хорошо соответствует данным по составу ДНК, полу­
ченным путем прямого определения оснований (табл. 1). Сходство данных 
по нуклеотидному составу, полученных с помощью хроматографии оспо-
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Таблица 1

Нуклеотидный состав ДНК Bd. bacteriovorus штамма ОГШ (Х±а)

Источник ДНК
Метод 
опреде­

ления *

Основания, мол.%

А г Ц т 1МЛ

Bd. bacteriovorus штамма 1! 29,0±0.3 20,9 + 0,3 21,4±0,2 28,7 ± 0,3 42,2 ± 3,3
ОПН (сапрофитная

21,0 + 0,1 21,3+0,2 28,7 ± 0.Э 42.3+0.2форма)
Bd. bacteriovorus штамма

2 29,0+0.2
1 29,1+0,2 20,8 ±0,3 21,2+0,4 28,9 ±0,4 42,0+0,4

ОПН (паразитическая 
форма) 2 29,1±0,3 20,8 ±0,2 2'1,4±0,2 28.7± 0.3 42,2 ±0.3

* I — хроматография оснований на бумаге; 2 — хроматография оснований в тонком слое 
ДЭАЭ-целлюлозы.

Содержание пиримидиновых изоплит 
в ДНК Bdellovibrio bacteriovorus 
штамма ОПН и Е. coli В (Х±о)

Таблица 2

Изоплиты

Bd. bacteriovorus, 
сапрофитная 

форма
В. coli В

мол.% в ДПК

I 9,80+0,23 13,54± 0,19-
II 1-1.42±0,36- 14,73±0,43

III 7,58 ±0,29' 7,87 ±0,34
IV 6.57 ±0.20' 5.09 ±0,08

V 5,41+0,17 3,6/+0.09
VI 4,42+0,15 2.16 + 0.21-

VII 4.80 ±0.20 2,94±О,1О'

ваний и рассчитанных по 7’пл, указывает на то, что изученные ДНК 
Bd. bacteriovorus штамма ОПН не имеют каких-либо выраженных «ано­
малий» во вторичной структуре.

Идентичность по составу ДНК у паразитической и сапрофитной куль­
тур Bd. bacteriovorus штамма ОПН соответствует представлению о том, 
что они генетически идентичны, чрезвычайно сходны по физиолого­
биохимическим свойствам и различаются только по регуляции клеточ­

ной активности в зависимости от ус­
ловий существования (10). Известно, 
что ио составу ДНК штаммы Bd. bac­
teriovorus разделяются па две груп­
пы: для первой и наиболее много­
численной из них характерно экви­
молярное соотношение оснований в 
ДПК (ГЦ = 50,4 ±0,9 мол.%), а 
ДНК второй группы содержит около 
43,0 мол.% ГЦ-пар оснований (*). 
Изученный нами штамм ОПН по 
составу ДНК принадлежит ко вто­
рой группе. По этому признаку он 
четко отличается от бактерии-хозяи­
на: в ДНК Bd. bacteriovorus штамма 
ОПН количество ГЦ-пар оснований 
почти па 10 мол.% меньше, чем в 
ДНК Е. coli В (’*). 

При анализе ДНК клеток Bd. bacteriovorus штамма ОПН, выращенных 
на Е. coli В (мет ) в присутствии (метил-3Н)-метионина, мы обнаружили 
заметную радиоактивность в зонах хроматограмм, соответствующих мес­
тоположению 5-метилцитозипа, №-метиладенина и тимина (радиоактив­
ность элюатов этих оснований составляла соответственно 103212, 23133 и 
25584 распадов в 1 мин.). Это означает, что в ДНК паразитической формы в 
качестве минорных оснований присутствуют 5-метилцитозин и №-метил- 
аденин. Следовательно, в клетках Bd. bacteriovorus штамма ОПН имеются 
сооственные специфические ферменты, которые осуществляют метилиро­
вание цитозиновых и адениновых остатков в ДНК. Судя по радиоактивно­
сти. количество 5-метилцитозина в ДНК Bd. bacteriovorus штамма ОПН 
значительно выше, чем №-метиладенина. Обычно в бактериальных ДНК 
содержится 5-метилцитозина меньше, чем №-метиладенина, а в ДНК 
Е. coli. В 5-метилцитозин отсутствует вовсе (н). Стало быть, характер ме­
тилирования ДНК в клетках Bd. bacteriovorus штамма ОПН заведомо от­
личается от метилирования ДНК в клетках хозяина Е. coli В. В этой связи
740



особенно интересным представляется выяснить, не может ли паразит на 
ранних этапах инфекции как-либо изменять специфичность метилирова­
ния ДНК зараженных клеток, влияя на регуляцию активности генов бак­
терии-хозяина.

Кроме определения нуклеотидного состава для выяснения специфич­
ности тех или иных ДНК особое значение приобретает изучение их нук­
леотидной последовательности, и в частности характера распределения пи­
римидинов. Мы определили содержание разных по длине пиримидиновых 
изоплит в ДНК Bd. bacteriovorus штамма ОПН (сапрофитная форма). По­
добно большинству изученных бактерий, в ДНК этого микроорганизма 
количество дипиримидиновых фрагментов заметно выше, чем монопири­
мидиновых (табл. 2), т. е. наблюдается выраженный S-образный характер 
зависимости между содержанием нуклеотидного материала в отдельных 
разных по длине пиримидиновых блоках и длиной этих блоков (рис. 2). 
Это вообще характерно для бактериальных ДНК, в то время как у эука­
риотов (животные, растения) наблюдается более или менее линейное 
убывание количества пиримидиновых блоков по мере увеличения их дли­
ны (12,13).

Несмотря на эту общую отличительную особенность бактериальных 
ДНК, исследованная ДНК Bd. bacteriovorus штамма ОПН обладает специ­
фическим уникальным характером распределения пиримидинов. Среди всех 
изученных бактериальных ДНК опа характеризуется самой высокой сте­
пенью сблоченности пиримидинов. Так, в ДНК Bd. bacteriovorus штамма 
ОПН количество коротких (моно- и дипуклеотиды) пиримидиновых фраг­
ментов почти в 1,5 раза мепыпе, а содержание длинных пиримидиновых 
блоков (ге^б) примерно в два раза больше, чем в ДНК Е. coli В пли других 
бактерий (табл. 2). По этому признаку первичной структуры ДНК Bd. bac­
teriovorus штамма ОПН резко отлична от ДНК бактерий и приближается 
к ДНК эукариотов (12, 13). Поскольку между степенью сблоченности пири­
мидинов в ДНК и асимметрией ее цепей существует корреляция (14), то 
можно предполагать, что из всех изученных микроорганизмов у Bd.bacte- 
riovorus штамма ОПН ДНК может обладать наибольшей асимметрией це­
пей, т. е. в этой ДНК одна цепь должна быть резко обогащена пири­
мидинами, а комплементарная ей — пуринами. Такой уникальный характер 
распределения пиримидинов в ДНК Bd. bacteriovorus штамма ОПН, по-ви­
димому, как-то отражает своеобразную эволюцию бактериального генома, 
смысл которой еще неясен. Не исключено, что выявленная необычная для 
бактерий организация пуклеотпдной последовательности ДНК у Bd.bacte­
riovorus штамма ОПН может быть связана с выработкой особой формы су­
ществования — способности паразитировать в клетках бактерий.
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