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ВВЕДЕНИЕ 

Акгуальностъ проблемы. Все живое на Земле постоянно испытывает 

влияние различных факторов внешней среды: света, температуры, влажности, 

гравитационного поля, природного радиоактивного фона и т.д. Очевидно каж-

дый из этих факторов сыграл определенную роль в эволюции, в процессе кото-

рой земные организмы приспособились к их влиянию и выработали по отноше-

нию к ним защитные механизмы. Исследования последних десятилетий свиде-

тельшвуют о высокой чувствительности биологических объектов к воздейст-

вию света. Сразнителыю недавно появились данные о возможном принципи-

альном значении всего спектра света (от ультрафиолетовой области до инфра-

красной) для регуляции клеточных процессов у организмов в микро- и макро-

биоценозах (Рорр, 1992). Особый интерес представляют концепции, рассматри-

вающие свет как фактор, который может оказывать влияние на внутри- и меж-

клеточную коммуникацию, клеточный рост и дифференцировку fAIbrecht-

Buehler, 1992; Рорр, 2002). Предполагается, что свет вовлечен в информацион-

ные взаимодействия между микроорганизмами (Николаев, 1992, 2000). В связи 

с этим выяснение роли света в регуляции биосистем является з настоящее вре-

мя актуальной проблемой 

Достигнуты значительные успехи в выяснении влияния света на разно-

сторонние аспекты жизнедеятельности биоты; активно обсуждаются возмож-

ные механизмы его действия (Кару, 2001). Вместе с тем, данных об одновре-

менном влиянии ди- и полихроматического света на клетки бактерий пока ма-

ло. При этом ответные реакции бактерий на свет в условиях воздействия раз-

личных факторов практически не исследованы. Еще менее изученной является 

роль света в осуществлении дистантной регуляции различных процессов жиз-

недеятельности микроорганизмов, в том числе роста бактерий. 

Цель настоящей работы заключалась в выяснении влияния света види-

мого и инфракрасного диапазона на рост и дистантное взаимодействие бакте-

рий Escherichia coli. Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 
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1. Охарактеризовать влияние широкого диапазона доз красного и инфракрасно-

го излучения на штаммы Е. coli, растущие на богатой (ЛБ) и синтетической 

(М9) питательной среде. 

2. Установить влияние предварительной обработки клеток Е. coli хлористым 

кальцием на характер ответа бактериально й культуры на облучение. 

3. Выявить особенности дистантной регуляции роста бактериальных культур 

при индуцированных изменениях физиологического состояния излучательной 

кулыуры. 

4. Охарактеризовать световую эмиссию бактериальной культуры Е. coli и ее 

изменения в процессе культивирования. 

5. Определить взаимовлияние двух растущих бактериальных культур на основе 

их эмиссионных характеристик. 

Научная новизна. В настоящей работе впервые исследовано влияние од-

новременного воздействия красного и инфракрасного света широкого диапазо-

на доз на рост Е. coli AD494(DE3)pLysS и МС1061. Показано, что эффект сти-

муляции роста бактерий вследствие облучения зависит как от состава среды 

культивирования, так и от генетических особенностей штаммов Е coli. Иссле-

довано влияние красного и инфракрасного излучения на клетки, подвергнутые 

действию различных факторов, обуславливающих биохимические и генетиче-

ские модификации микроорганизмов. 

Получены результаты, свидетельствующие о роли различных факторов 

(тип питательной среды, плотность культуры, обработка антибиотиком, пред-

варительное облучение одной культуры красным и инфракрасным светом) в 

проявлении феномена дистантных взаимодействий бактерий 

Впервые выявлена зависимость между ростом и характером эмиссии све-

та клеток Е. coli при дистантном взаимодействии культур. 

Практическая значимость. Данные о значении различных факторов для 

проявления эффектов биостимуляции могут быть использованы при составле-

~ НАУЧНАЯ БИБЛИОТЕКА 
"aim. Н. И ЛОБАЧЕВСКОГО 
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нии прогноза эффективности терапевтического применения красного и инфра-

красного света. 

Метод измерения эмиссии света ор1анизмов может быть важным допол-

нением к аналитическим биологическим способам оценки физиологического 

состояния биосистем. 

Выполненные исследования позволяю! рассматривать электромагнитное 

изл>чение оптического и инфра1фасного диапазона в качестве возможного ка -

нала информации живых систем. 

Полученные результаты о характере дистантных взаимодействк. между 

бактериальными клерками вносят вклад в развитие представлений о роли света 

в регуляции роста бактерий. 

Апробация работы. Основные результаты диссертационной работы бы-

ли доложены и обсуждены на X международном симпозиуме «Лазерная физика 

- 2001» (Москва. 2001); II международной конференции «Космос и биосфера. 

Физические поля: в биологии, медицине, экологии» (Партенит, Украина, 2001); 

IV научно-практической конференции молодых ученых и специалистов рес-

публики Татарстан (Казань, 2001); VI конференции молодых ученых «Биология 

- наука 21 века» (Пущине, 2002); III меж,(ународном симпозиуме «Будущее 

кишечной микробиологии» (Абердин, Великобритания, 2002); VI всероссий-

ском популяционном семинаре «Фундаментальные и прикладные проблемы 

популяционной биологии» (Ннжний Тагил, 2002); III международном симпо-

зиуме «Механизмы действия сверхмалых доз» (Москва, 2002). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 11 работ. 

Структура и объем работы. Диссертация включает следующие разделы: 

введение, обзор литературы, материалы и методы исследования, резульгаты и 

их обсуждение, выводы, список цигируемой литературы, приложение. Работа 

изложена на 112 с границах машинописного текста, содержит 29 таблиц (из них 

12 - в основной части, 17 - в приложении), 11 рисунков. Список цитируемой 

литературы включает 149 источников, из них 100 - зарубежных авторов. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

В работе были использованы штаммы Е. coli AD494(DE3)pLysS {barsf 

1еи7967 MacX74 AphoAPvuII phoR №alF3 F[!ac+ (lacf)pro\ trxBrkm (DflB), 

(CmR)) и MCI061 {Лага leu7967 AlacX74 galK strA hsdR). Данные штаммы 

кульшвировали на питательных средах М9 и ЛБ (Методы генетической 

инженерии, 1984). 

Клетки Е. coli готовили и облучали красным и инфракрасным светом (660 

и 900 нм) по (Karu et al1988). В качестве источника излучения использовали 

лечебный светодиодный матричный аппарат для фототерапии (Томск, Россия). 

Эксперименты по исследованию дистантных взаимодействий были про-

ведены в установке «колба-в-колбе» (Николаев, 1992), а также в специально из-

готовленной установке со спаянными сосудами (в дальнейшем - «УСС»), пред-

ставленной на рис. 1 

Рис. 1. Экспериментальная установка для изучения 
дистантных взаимодействий бактерий («УСС»). 
Цифрами обозначены: 1 - завинчивающиеся проб-
ки, 2 - культуры бактерий, 3 - место спайки доны-
шек сосудов. 

За ростом клеток следили по величине светорассеяния, измеряемой при 

590 нм на фотоэлектроколсриметре КФК-3. Основные показатели роста (дли-

тельность лаг-фазы, удельная скорость роста, время удвоения и урожай) были 

вычислены по уравнениям (Шлегель, 1987). 

Генетическую трансформацию с применением хлористого кальция и 

белковый электрофорез в 12 % полиакриламидном геле проводили с использо-

ванием стандартных методик (Методы генетической инженерии, 1984; Allen, 

Маигег, 1974). 

Регистрацию излучений бактерий проводили на установке, включающей 

в себя монохроматор, фотоэлектронный умножитель, работающий в режиме 

* t- * » 
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счета фотонов, амплитудный дискриминатор, формирователь импульсов, изме-

рительно-вычислитъ! комплекс и компьютер. 

Для оценки достоверности полученных результатов кспользовали крите-

ри [ Стьюдчнта с учетом нормальности распределения соответствующих вели-

чин. Для проверки нормальности распределения использовали критерии Кол-

могорова-Смирнова. Для вычисления статистических критериев, средних 

арифметических значений и стандартных отклонений использовалг компью-

терные программы StaUstica (версия 5.0) и Origin (версия 5Л). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

1. Влияние широкого диапазона доз красное о и инфракрасного света 

на рост бактерий £ coli 

При исследова^хки влияния широкого диапазона доз красного и инфра-

красного излучения (от 1 до 10 кДж/м) на рост штаммов Е. coli 

AD494(DE3 )pLys S и МС1061 были обнаружены следующие особенности em 

действия. Для обоих штаммов не было зафиксировано достоверных различий в 

длительности лаг-ф: зы роста при их 

облучзнш* и культивировании в средах 

М9 и ЛБ за исключением варианта, ко-

гда штамм Е. coli MCI061 был облучен 
л 

дозой 7 кДж/м (Р<0 01) и далее куль-

тивирован в среде М9 (значения 

длительности лаг-фазы у контроля и 

опыта были при этом 0.594Т0.255 ч и 

387+0.269 ч, соответственно). Ди-

аграмма особенностей стимуляции 

удельной скорости роста штаммов Е. 
МС1061, среда М9; 2 - МС1061, среда 
ЛГ>; 3 - Am94(PE3)pLysS, среда М9; c o l i в з а в ™ о с т и 0 1 д о з ы и м е н и я 
4 - AD494(EK3)pLysS, среда ЛБ. представлена на рис. 2. 

доза облучения, *Дж'м 
Рис. 2. Диаграмма особенностей 
стимуляции удэдыюй скорости роста 
ппаммов£ сЫ в завиоимосш 
от дозы излучегая. Обозначения: I -
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При облучении клеток Е. coli МС1061 дозами 1, 5 и 7 кДж/м2 (Р<0.01) 

(рост в среде М9), а также 3 (Р<0.05), 4 и 5 (Р-0.01) кДж/м2 (рост в среде ЛБ) 

было зафиксировано увеличение урожая. Для штамма Е. coli AD494(DE3)pI ysS 

повышение урожая было обнаружено при действии доз 1 , 4 - 9 кДж/м2 (Р<0.01) 

(рост в среде М9), 3 (Р<0 05), 4,5, 7 и 9 (Р<0.01) кДж/м2 (рост в среде Jib). 

Имеющиеся в литературе данные (Каш et aL, 2001) позволяют 

предполагать, что обнаруженное в наших исследованиях отсутствие достовер-

ных различий в длительности лаг-фазы между контрольными и опытными 

культурами может быть обусловлено стимуляцией адгезии клеток к стеклу. По-

лученные результаты (снижение, а также отсутствие стимуляции скорости рос-

та при облучении дозами 7-10 кДж/м2) согласуются с опубликованными ранее 

данными (Тифлова, Кару, 1987; Voskanyan, 1990) об отсутствии 

чувствительности клеток Е. coli к высоким дозам облучения. Различная 

реактивность клеток на свет (при одинаковых условиях облучения) позволяет 

предполагать, что генетические особенности штаммов Е. coli могут играть 

существенную роль в ответных реакциях микроорганизмов на воздействие 

красного и инфракрасного света. При этом питательная среда может оказывать 

вторичное модифицирующее воздействие. 

1.1. Влияние красного и инфракрасного света на рост клеток Е. coli, 

синтезирующих рекомбинантный белок барстар 

При исследовании влияния красного и инфракрасного света с дозой 4 

кДж'м2 были получены данные, свидетельствующие о стимуляции роста и 

биосшггеза рекомбинантного б&рстара клеткам:' Е. coli AD494(DE3)pLysS 

(табл. 1 и рис. 3). 

Было обнаружено, что примененный вид излучения оказывал большее 

стимулирующее воздействие на рекомбинантные клетки, чем на облученные 

нерекомбинантные клетки. Однако жизнеспособность рекомбинантных клеток 

при этом оставалась пониженной. 
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Таблица 1 

Влияние красного и инфракрасного света на рост клеток Е. coli 
AD494(DE3)pLysS в среде М9, подвергнутых трансформации (1), облучению 
(2), а также их совместному воздействию (3) 

Параметр роста Варланг опыта Параметр роста 
Контроль 1 г 2 3 

Удельная скорость 
роста, ч 

0.26ТО.012 0.12ТО.082 0.3+С.059 0.21+0.044 

Урожай, ед. ОИ 0.67+0.037 0.21ТО.098 0.77+0.039 0.46ТО.064 

Рис. 3. Влияние красного и инфракрасного света на 
биосинтез бар стара к летками A coli 
AD494(DE3)pLysS. Линия 1 - барстар (Bst), выделен-
ный из 1 мл облученной культуры с OII590 1.0. Линия 
2 - контроль (очищенны \ барстар в количестве 0.01 
мг). Линия 3 - барстар, вьтделенний из 1 мл необлу-
ченноя ^льтуры с ОП590 1.0. 

Причкной угнетения роста рекомбинанггны^ (гфодуцируюиц^: бзлок) 

клеток может быть экспрессия барства, - чужеродного для Щ coli белка. Влия-

ние барстара на РГЖазы Е[ coli не исслсдоьано. Не исключено, что барстар, яв-

ляющийся ингибитором бактериальных рибонуклеаз, подавляет работу РНКаз 

Е. coli, влияя, соответственно, негативно и на рост бактерий. 

1.2. Влияние обработки клеток £ coli хлористым к; г цием на их 

чувствительность к красному и инфракрасному свету 

Известно, что мембраны клеток принимают активное участие в акцепции 

света (Кати, 1999). В связи с этим выяснение влияния эффекта кальциевой об-

работал, нарушающей целостность мембран клеток, представляло особый ин-

терес. Клетки ЕI coli AD494(DE3)pLysS были облучены максимально 

стимулирующими дозами - 5 кДж/м2 и 3 кДж/ь/ и культивированы в средах М9 

и ЛБ, соответственно. 

1 2 3 
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Из представленных в табл. 2 данных следует, что обработка клеток 50 мМ 

раствором СаСЬ не отменяла стимулирующего воздействия красного и 

инфракрасного света на рост культуры. Однако эффект стимуляции роста в 

случае предварительной обработки клеток хлористым кальцием оказывался 

менее выраженным. 

Таблица 2 
Параметры роста клеток штамма Е, coli AD494(DE3)pLysS при действии 

на них хлористого кальция и излучения 

Вариант 
культуры 

Парамет] ры роста Вариант 
культуры Длительность 

лаг-фазы, ч 
Удельная 
скорость 
роста, ч"1 

Время 
удвоения, ч 

Урожай, ед. 
ОП 

Вариант 
культуры 

М9 ЛБ М9 ЛБ М9 ЛБ М9 ЛБ 

Контроль 1.535 
± 

0.491 

0.679 
± 

0.095 

0.276 ± 

0.019 

0.811 
± 

0.068 

2.521 
± 

0.181 

0.859 • 
з: 

0.067 

0.612 
± 

0.029 

0.999 
± 

0.018 
Опыт 1.384 ± 

0.32 

0.682 ± 

0.202 

0.316 ± 

0.021 

0.844 ± 

0.078 

2.203 ± 

0.149 

0.826 
± 

0.071 

0.661 ± 

0.014 

1.023 
± 

0.028 

Сравнительный анализ полученных результатов с ранее описанными 

данными позволяет выяснить степень снижения стимулирующего влияния 

красного и инфракрасного света на клетки Е. coli, обработанные перед 

облучением хлористым кальцием. При культивировании клеток в среде М9 

было обнаружено снижение стимуляции урожая с 20.59Jbl.49 % до 8=Н 39 %. 

Стимуляция удельной скорости роста в среде М9 была снижена с 30.74±3.57 % 

до 14.49±3.38 %, а в среде ЛБ - с 7.47±1.35 % до 4.07±0.47 %. 

Первичные механизмы действия ионов кзчьция на клетки в целом, и на 

плазматические мембраны в час гности, пока не исследованы. Предполагается, 

что ионы кальция могут играть роль в нейтрализации отрицательных зарлдов на 

клеточной поверхности (Leive, 1974), нарушать структуру поверхностных бел-

ков (Oishi М, 1977), приводить к активации фосфолипаз, влияя на мембранную 

проницаемость (Benzinger, 1978). Весьма вероятно, что структура клеточных 
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мембран, а, следовательно, и мембранная топология фотоакцепторных цито-

хромных комплексов bd и bo, играющих основную роль в акцепции света клет-

ками Е coli (Афансьева и др., 1995), изменяется вследствие действия ионов 

кальция на клетки. С этим может быть связано снижение стимулирующего эф-

фекта красного и инфракрасного света в случае предварительной обработки 

клеток хлористым кальцием, Точные механизмы описанных феноменов еще 

предстоит выяснить 

2. Дистантное влияние бактериальных культур Е. coli 

Для проверки предположения о возможности оптического дистантною 

в таяния (ДВ) одной культуры бактерий на рост другой культуры были постав-

лены эксперименты с использованием клеток Е. coli AD494(DE3)pLysS. Опыты 

были проведены с применением среды ЛБ и специально \ установки для куль-

тивирования клеток «колба-в-колбе» (Николаев, 1992). 

Было исследовано влияние культуры-излучателя с различной начальной 

оптической плотностью (ОП) (от 0.2 до 1.2 с интервалом в 0.2 опт. сд.; серии 

опытов 1-6, соответственно) на рост детекторной культуры с одинаковой ис-

ходной ОП (0.1). 

Получены данные, свидетельствующие о различном характере влияния 

излучательной культуры в зависимости от ее оптическои плотности. Так, в се-

риях 1 и 2 наблюдали сокращение длительности лаг-фазы детекторной культу-

ры. Однако при дальнейшем росте излучательная культура начинала ингибиро-

вать детекторную культуру, что проявлялось в уменьшении скорости роста де-

тектора и выхода урожая. В сериях опытов 3 - 6 излучательная культура изна-

чально оказывала негативное влияние на детектор, приводя к удлинению лаг -

фазы, снижению скорости рос га и урожая. 

Результаты по влиянию разновозрастных культур микроорганизмов друг 

на друга были описаны в работах (Wolf, Ras, 1931; Кулин, 1965). Относительно 

механизмов наблюдаемых явлений можно предположить, что взаимодействие 
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микроорганизмов может быть обусловлено передачей сигнала в видимом и 

(или) инфракрасном диапазоне света, а не только в УФ. 

2.1. Дистантное влияние бактерий Е. coli при обработке их 

рифампицином 

Установление фактов, свидетельствующих, что культура-детектор обла-

дает высокой чувствительностью к изменениям культуры-излучателя, в значи-

тельной степени определило интерес к реакциям клеток культуры-детектора на 

излучательную культуру в условиях воздействия на нее дополнительного 

стрессора. Опыты были проведены со штаммом бактерий Е. col МС1061 с ис-

пользованием среды ЛБ и установки «колба-в-колбе». В качестве стрессора был 

исиользован антибиотик рифампицин в конечной концентрации 30 мкг/мл, 

который добавлялся в разные фазы роста культуры-излучателя. 

Таблица 3 
Дистантное влияние обработанной рифампицином излучательной куль-

туры Е. coli MCI061 на рост детекторной культуры 

Параметр роста Стадия роста излучателя, на которой к нему добавляли 
антибиотик 

Лаг-стадия Активный рост Стан, стадия 
И д К И Д К И Д К 

Длительность - 0.482 0.364 0.313 0.342 0292 0.414 0.311 0 423 
лаг-фазы, ч ± ± ± ± ± ± ± ± 

0 091 0.121 0.348 0.258 0.295 0.202 0.265 0.318 
Удельная ско- - 0.814 0.799 0.923 0,808 0.787 0.797 0-779 0.777 

рость роста, ч 1 ± 
0.056 

9 
0.066 

± 
0.124 

± 0,074 ± 0.038 ± 0.065 ± 0.062 0.05 
Время удвое- - 0.855 0.873 0.763 0.864 0.881 0.875 0.894 0.895 

ния, ч ± ± ± ± ± ± ± ± 
0.06 0.073 0.098 0.077 0.042 0.066 0.071 0.06 

Урожай, ед.ОП 0.034 1.202 1174 0.295 1.313 1.181 0.559 1.035 1.012 
± ± ± ± ± ± ± dh ± 

0.025 0.02 0.022 0.019 0 039 0.029 0.052 0.051 0.035 

Результаты опыта, представленные в табл. 3, свидетельствуют, что 

характер влияния культуры, обработанной антибиотиком, на рост другой 
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культуры зависит от того, на какой ста, щи роста излу чательной культуры 

добавляется антибиотик. 

В работах Николаева (1996а, 19966) было показано, что в ответ на 

действие различных стрессоров клетки Е coli выделяют в окружаюп^ю среду 

соединения («фактор ускоренной адаптации к ново i среде» и «ростовой замед-

лин»), оказывающие защитное действие и способствующие адаптации микро-

орт анизмов к стрессам. Представляется вероятным, что при обработке клеток 

рифампицином в наших исследованиях излучательная культура тоже выделяла 

адаптогенные факторы. При этом сигналы, исходящие от культуры-излучателя, 

могут быть направлены на повышение устойчивости клеток детекторной куль-

туры к антибиотик} (возможность дистантной регуляции устойчивости бакте-

рий к антибиотикам была продемонстрирована в работах (Matsunashi et ai, 

1996)), а также на усиление адгезии клеток к стеклу (с чем может быть связано 

увеличение длительности лаг-фазы культуры-детектора). Не исключено, что 

детекторная культура под влиянием обработанной антибиотиком излучатель-

ной культуры запускает собственные защитные механизмы (обуславливающие 

в том числе интенсификацию роста) на стадии, соответствующей концу ее ак-

тивного роста (так как достоверных различий в скорости роста меж/у детек-

торной и контрольной культурами на этом этапе не обнаружено). В этой связи 

повышение урожая у детекторной культуры может быть следствием «запозда-

лой» адаптации культуры к дистантно воспринимаемому экстремальному фак-

тору. 

Отсутствие различий удельной скорости роста в кон фоле и детекторной 

культуре может быть связано с запаздыванием реакции детекторной культуры 

на обработку антибиотиком излучательной культуры, находящейся, как и куль-

тура-детектор i в фазе активного роста. Дальнейшее влияние обработанной ри-

фампицином культуры-излучателя возможно приводило к запуску ростостиму-

лирующих механизмов, которые и обеспечивали повышение урожая культуры-

детектора в среднем на 11.2 %. Отсутствие влияния культуры-излучателя, обра-
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боханной на стационарной фазе роста антибиотиком, на рост детекторной куль-

туры может быть связано со слабой воспринимающей способностью детектор-

ной культуры при ее вступлении в стационарную фазу роста (Николаев > 1992), 

или с неспособностью излучательной культуры посылать ростостимулирующие 

сигналы. 

2.2. Дистантные взаимовлияния бактериальных культур £. coli 

Поскольку в описанных ранее опытах количества детекторной и излуча-

тельной культуры отличались вследствие особенностей сосудов использован-

ной установки, значительный интерес представляло выяснение характера взаи-

мовлияния культур, выращиваемых в равных объемах питательной среды, а 

также занимающих одинаковое пространственное положение по отношению 

друг к другу. 

Культуры бактерий Е. coli MCI061 были выращены в средах ЛБ и М9 с 

использованием «УСС. Культура, растущая в одном отсеке, соответствует 

«культуре 1», а в соседнем отсеке установки, - «культуре 2». Также были 

проведены опыты, в которых аналоги отсеков «УСС» были обернуты черной 

бумагой (для оптической изоляции) и приставлены «дно-ки-дну». 

Параметры роста культур, выращенных в «УСС», приведены в табл. 4. 
Таблица 4 

Параметры роста Е. coli MCI061 при культивировании клеток в раз-
личных питательных средах в «УСС» 

Параметр роста Среда 
роста 

Вариант ку льтуры Параметр роста Среда 
роста Культура 1 Культура 2 Контроль 

Длительность 
лаг-фазы, ч 

ЛБ 0.274±0.295 0.366±0.148 0.345±0.171 Длительность 
лаг-фазы, ч М9 0.899±0.151 0.871*0.229 0.643±0.238 

Удельная ско-
рость роста, ч 1 

ЛБ 0.794±0.04 G.802±0.034 0.769±0.032 Удельная ско-
рость роста, ч 1 

М9 0.567±0.027 0.569±0.044 0.513±0.035 
Время удвое-

ния, ч 
ЛБ 0.874±0.044 0.866±0.037 0.902±0.037 Время удвое-

ния, ч М9 1.225^0.055 1.225±0.091 1.357±0.088 
Урожай, ед. ОП ЛБ 1.058^0.043 1.07±0.043 1.196±0.04 Урожай, ед. ОП 

М9 0.755±0.019 0.753±0,014 0.761±0.026 
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Отсутствие какого-либо взаимного влияния культур при использовании 

оптической изоляции позволяет предполагать, что информационный сигнал 

бактерий в данном случае имеет не звуковую природу, установленную ранее 

для бактерий В. carboniphilus и В. subtilis (Matsuhashi et aL, 1995, 1996, 1997). 

Способность инфракрасного света быть переносчиком информационного 

сигнала была обнаружена при использовании в качестве объектов ЗТЗ клеток 

(Albrecht-Buehler, 1991), клеток ВНК (Albrecht-Buehler, 1992), клеток Rhodospi-

rulum rubrum (Albrecht-Buehler, 1997) и клеток млекопитающих (Albrecht-

Buehler, 2000). Вероятно, физической основой информационных сигналов для 

бактерий одновременно с видимым светом может также быть и инфракрасный 

свет. 

2.3. Дистантные взаимовлияния двух культур Е. coli при 

выращивании их в различных питательных средах 

Для выявления особенностей взаимовлияния бактерий Е. coli MCI061 при 

их культивировании в различных питательных средах была использована сис-

тема «УСС», в одном отсеке которой культура выращивалась в среде М9, а в 

соседнем - в среде ЛБ Для каждой культуры ствили свой контроль (то есть 

контрольные культуры бактерий выращивали в соответствующих средах; в 

соседнем отсеке при этом находилась стерильная среда). 

Таблица 5 
Дистантные взаимов! ияния двух культур Е coli MCI061: параметры рос-

га при одновременном культивировании клеток в раз яичных питательных сре-
дах 

Параметр роста 
Среда роста 

Параметр роста М9 ЛБ Параметр роста 
Опыт Контроль Опыт Контроль 

Длительность лаг-
фазы, ч 

0.465+0.410 0.614+0.354 0.582+0.422 0.496+0.188 

Время удвоения, ч 1.064+0.273 1.334+0.355 0.741+0.261 0 763+0.123 
Удельная скс >эсть 

роста, ч" 
0.691+0.173 0.545+0.107 1.012+0.241 0,926+0.130 

Урожай, ед. ОП 0.617+0.053 0.678+0.049 1.768+0 206 1.219+0.083 
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Представленные в табл. 5 результаты свидетельствуют, что культуры 

бактерий способны оказывать взаимное влияние на рост друг друга. При этом 

особенности питательной среды и физиологического состояния культуры могут 

изменять характер этого влияния. 

2.4. Дистантные взаимовлияния культур Е. coli при предварительном 

облучении одной из них 

Для проверки предположения об изменчивости характера дистантных 

взаимодействий микроорганизмов в случае предварительного облучения одной 

из культур красным и инфракрасным светом были проведены специальные ис-

следования. Клетки Е. coli МС1061 были облучены максимально стимулирую-
2 2 

щими дозами красного и инфракрасного света (6 кДж/м" и 5 кДж/м ) и культи-

вированы (в средах М9 и ЛБ, соответственно) с использованием «УСС». Ре-

зультаты, приведенные в табл. 6, свидетельствуют о влиянии дистантного 

взаимодействия культур бактерий на характер стимуляции их роста при облу-

чении красным и инфракрасным светом. 
Таблица 6 

Параметры роста взаимодействующих культур Е coli МС1061 при пред-
варительном облучении одной из них красным и инфракрасным светом 

Параметр роста Среда 
роста 

Вариант культуры Параметр роста Среда 
роста Контроль Предварительно 

облученная 
Детектор 

Длительность лаг-
фазы, ч 

М9 0.664±0.237 0.621±0.194 0.587±0.487 Длительность лаг-
фазы, ч ЛБ 0.474±0.171 0.366±0.258 0.661±0.184 

Удельная ско-
рость роста, ч*1 

М9 0.549±0.019 0.586±а021 0.579±0.045 Удельная ско-
рость роста, ч*1 ЛБ 0.804±0.042 0.839±0.051 0.936*0.049 

Время удвоения, ч М9 1.264±0.043 1.185±0.043 1.205±0.101 Время удвоения, ч 
ЛБ 0.864±0.044 0.828±0.049 0.741 ±0.039 

Урожай, ед. ОП М9 0.755±0.013 0.743±0.016 0.735±0.025 Урожай, ед. ОП 
ЛБ 1 Л01±0.028 1.109±0.018 1.104±0.01б 

Для того, чтобы выяснить возможность вклада в эффект стимуляции бак-

териального роста светом культуры, растущем рядом с облученной, а также оп-
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вариант опыта 
Рис. 4. Особенности стимуляции 
роста клеток Е. coli MCI061 при об-
лучении красным и инфракрасным све-
том в условиях дистантного взаимодей-
ствия культур. Цифрами обозначены: 
1 - рост в среде М9 без ДВ; 2 - рост 
в среде М9 при ДВ; 3 - рост в среде 
ЛБ без ДВ; 4 - рост в среде ЛБ при ДВ. 

вариант опыта 
Рис.5. Изменения характера 
дистантною взаимодействия культур 
Ж. coli МС1061 при предварительном 
облучении (ТЮ) одной из них красным 
и инфракрасным светом. Цифрами обо-
значены 1- рост в среде МУ, ДВ; 2 - рост 
в среде М9, ДВ+ПО; 3 - рост в среде ЛБ, 
ДВ; 4 -роств среде ЛБ, ДВ+ПО. 

ределить наличие различии 

во взаимном влиянии куль-

тур без предварительного 

облучения одной из них и с 

предварительным облучени-

ем, был предпринят сравни-

тельный анализ результатов 

настоящего эксперимента с 

ранее полученными данны-

ми (рис. 2). Результаты по 

стимуляции удельной 

скорости роста культур Е. 

coli, подвергнутых воздей-

ствию максимально стиму-

лирующих доз и культиви-

рованных при наличии (то 

есть в условиях дистантного 

взаимодействие (ДВ)) или в 

отсутствии рядом другой 

культуры, представлены на 

рис. 4. 

Как следует ш дан-

ных рис. 4, эффект стиму-

ляции удельной скорости 

роста культур излучением 

красного и инфракрасного 

диапазона снижался, когда 

облученная культура выра-

щивалась совместно с дру-
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г ой культурой (детектором). 

Результаты сравнения опытов, описанных в главах 2.2. и 2.4., представ-

ленные на рис. 5, свидетельствуют, что в среде М9 эффект взаимной стимуля-

ции роста двух культур также был ниже при предварительном облучении одной 

из них. Напротив, при росте в среде JIB эффект взаимной стимуляции роста был 

значительно выше в случае предварительного облучения одной из культур 

красным и инфракрасным светом. 

Известно, что красное и инфракрасное излучение снижает уровень сво-

боднорадикального окисления (Козлов, 1993), и, следовательно, уменьшает 

спонтанную хемилюминесценцию. что теоретически должно приводить к раз-

рыву дистантной связи между бактериями. Однако обнаруженное в наших ис-

следованиях дистантное взаимодействие между культурами, одна из которых 

была облучена красным и инфра1фасным светом, позволяет предполагать, что в 

формирование канала связи взаимодействующих культур бактерий могут быть 

вовлечены различные процессы, механизмы которых еще предстоит выяснить. 

Снижение эффекта стимуляции удельной скорости роста при облучении 

клеток красным и инфракрасным светом в условиях совместного выращивания 

с культурой-детектором могло быть обусловлено рядом причин. Известно, что 

свето-индуцируемая эмиссия имеет интенсивность на 2 порядка выше, чем 

спонтанная (Bajpai, 1998). В связи с этим можно предположить, что облученная 

к> льтура являлась источником повышенной эмиссии света и его увеличенный 

поток мог восприниматься клетками детекторной культуры. С другой стороны, 

повышенная эмиссия света облученной культуры могла быть причиной сниже-

ния удельной скорости роста детекторной культуры при культивировании в 

среде М9. Противоположный эффект, наблюдающийся при использовании сре-

ды ЛБ (когда облученная культура оказывала большее стимулирующее дейст-

вие на культуру-детектор, нежели предварительно не облученная культура), 

мог быть обусловлен поглощением «излишнего» света средой ЛБ. Однако так 

ли это, еще предстоит выяснить. 
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2.5. Регистрация излучений бактерий Е. coli 

Обнаружение дистантного взаимодействия бактериальных культур 

методом биологического детектирования привело к необходимости 

регистрации и анализа излучений исследуемых бактерий. Для этого был 

использован метод спектроскопии. 

Клетки Е. coli MCI061 были культивированы в средах М9 и ЛБ с 

использованием «УСС». Для анализа интенсивности излучения были отобраны 

пробы спустя 0.5, 2.5 и 5 часов после начала культивирования ^лучения 

бактериальных культур в отсутствие дистантных взаимодействий представлены 

на рис. 6 (а-е) и соответствуют обозначению "контроль". Взаимодействующие 

культуры определены как «культура 1» и «культура 2». 

Полученные результаты свидетельствуют о синхронизации интенсивно-

сти излучения микроорганизмов на всех фазах роста бактериальных культур 

при их совместном выращивании (как в среде М9, так и в среде ЛБ). Поскольку 

постановка данного опыта и условия культивирования клеток соответствовали 

таковым для эксперимента, описанного в главе 2.2., сопоставление полученных 

результатов представляет особый интерес. 

Так, при культивировании клеток Е. coli MCI 061 в среде М9 с использо-

ванием «УСС» (глава 2.2) было обнаружено удлинение лаг-фазы (табл. 4) и 

снижение интенсивности излучения (рис. 6 а). При выращивании клеток в среде 

ЛБ не было обнаружено различий в длительности лаг-фазы между контролем и 

взаимодействующими культурами, а также; не было выявлено и различий в ин-

тенсивности излучения микроорганизмов между контролем и взаимодейст-

вующими культурами (рис. 6 б). 

При взаимодействии клеток Е. coli MCI061 (рост на средах М9 и ЛБ в 

«УСС») было установлено увеличение удельной скорости роста бактериальных 

культур (табл. 4) и повышенная эмиссия света соответствующих микроорга-

низмов (рис. 6 в, г). 
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Рисунок 6. Спектральные распределения кнгснсивнооти излучения 
культур Е. coli MCI061 при их диспшшом взакмодействии: (а) лаг-фаза, рост в 
среде М9; (б) лаг-фаза, рост в среде ЛБ; (в) активный рост в среде М9; (г) 
активны! i рост в среде ЛЬ; (д) стационарная фаза, рост в среде М9; (е) 
стационарная фаза, рост в среде ЛБ. 
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Изменения урожая взаимодействующих культур при выращивании в сре-

де М9 не обнаружены. Также не выявлены и различия в интенсивности излуче-

ния культур на стационарной фазе роста (рис. 6 д). Напротив, при совместном 

выращивании культур в среде ЛБ было зафиксировано снижение их урожая 

•дабл. 4), а также интенсивности их излучения по сравнению с контролем (рис. 

6 е). Такил* образом, между особенностями роста и излучения бактерий при 

взаимодействии культур была обнаружена согласованность 

Обнаруженный феномен зависимости роста и эмиссии света, а также ее 

синхронизации при взаимодействии культур, по-видимому, является универ-

сальным, поскольку ранее аналогичные данные были получены как для расте-

ний (Будаговский, 2001), так и для животных (Белоусов, 2002). 

ВЫВОДЫ 

1. Одновременное воздействие на клетки Е coli AD494(DE3)pLysS и MCI061 

красною и инфракрасного света в интервале доз 3-7 кДж/м; повышает удель-

ную скорость роста и урожай бактериальных культур* стимулирующий эффект 

максимален при росте бактерий на синтетической питательной среде М9. 

2. Ростостимулирующий эффект красного и инфракрасного света более выра-

жен по отношению к штамму Е. coli AD494(DE3)pLysS, несущему плазмиду с 

геном барстара по сравнению с нерекомбинантными штаммами Е coli 

AD494(DE3)pLysS и МС1061, что свидетельствует о вкладе генетических 

модификаций в фоточувствительность бактерий. 

3. Предварительная обработка клеток Е. coli AD494(DE3)pLysS раствором 

хлористого кальция резко снижает стимулирующий эффект облучения 

независимо от типа питательной среды. 

4. Дистантное взаимодействие двух к>льтур Е coli зарегистрировано по 

вариации параметров роста детекторной культуры в ответ на изменение 

физиологического состояния излу нательной культуры, вызванное возрастом 

бактерий, их обработкой антибиотиком и облучением. 
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5. Для Е. coli МС1061 зарегистрирована световая эмиссия в видимой и ближней 

инфракрасной области спектра, интенсивность которой возрастает с течением 

времени культивирования. 

6. Впервые установлен феномен синхронизации излучения дистантно взаимо-

действующих бактериальных культур. 
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