
ISSN 0233-7657. Біополімери і клітина. 2004. Т. 20. № 4 
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Виявлено, що ліпополісахарид (ЛПС) P. syringae pv. atrofaciens 8281 у дозі 1000 мкг на чашку 
зменшує частоту спонтанних мутацій S. typhimurium ТА98 на ЗІ %, S. typhimurium TAJ00 — на 
16 %. Досліджуваний ЛПС виявив антимутагенні властивості і стосовно індукованих біхроматом 
калію мутацій. Частота таких мутацій зменшувалася залежно від дози ЛПС на 57—78 % для 
тест-штаму S. typhimurium ТА98, та на 14—49 % — для S. typhimurium ТА 100. 

Вступ. У зв'язку з накопиченням у навколишньо­
му середовищі великої кількості речовин, що мають 
мутагенні властивості, і неможливістю виведення 
цих сполук зі сфери життєдіяльності людини, над­
звичайної актуальності набуває питання пошуку 
речовин з антимутагенними ознаками [1 ]. На сьо­
годні відомо досить велику кількість антимутагенів. 
Переважна їхня більшість — це речовини природ­
ного походження: екстракти та соки рослин, про­
дукти бджільництва, вітаміни, амінокислоти, фер­
ментні препарати [2 ]. 

Дослідженню антимутагенних властивостей 
мікроорганізмів почали приділяти увагу лише з 
90-х років минулого століття [3 ]. Встановлено, що 
антимутагенну активність мають культуральна рі­
дина та клітини молочнокислих, пропіоновокислих, 
біфідобактерій і фекальних ентерококів [3—5]. 
Культуральна рідина пекарських дріжджів змен­
шує рівень спонтанного мутагенезу в клітинах 
кореневих меристем гороху [6 ]. Тобто мікроорга­
нізми можуть бути джерелом речовин з антимута­
генними властивостями. У той же час слід зазначи­
ти, що окремі групи мікроорганізмів можуть вияв­
ляти мутагенну активність. Культуральна рідина 
ґрунтових мікроорганізмів Bacillus polymyxa 57, 
Pseudomonas putida 27, P. fluorescens 111 містить 
вторинні метаболіти, які мають виражену мутаген-
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ну активність стосовно геномів сої, дріжджів і 
дрозофіл [7 ]. На сьогодні геномоделюючі власти­
вості мікроорганізмів досліджено недостатньо. Не 
вивченими в цьому напрямку є фітопатогенні бак­
терії, які можуть потрапляти до людини разом з 
продуктами харчування рослинного походження та 
справляти негативний вплив на людей. 

Першим бар'єром на шляху проникнення му­
тагенів до бактеріальної клітини є клітинна оболон­
ка, яка складається із зовнішньої та внутрішньої 
мембран, розділених тонким шаром пептидоглі-
кану. Можна припустити, що вона містить речови­
ни, які перешкоджають надходженню мутагенів. 
Одним з основних компонентів зовнішньої мембра­
ни грамнегативних бактерій є ліпополісахарид 
(ЛПС). ЛПС фітопатогенних бактерій — це біо­
логічно активні речовини. Вони відіграють провідну 
роль у патогенезі [8] та впливають на імунну 
систему макроорганізмів [9]. ЛПС важливі не ли­
ше у взаємодії фітопатогенних бактерій з іншими 
організмами. Як компонент зовнішньої мембрани 
вони є фактором життєзабезпечення бактерій. Зо­
внішня мембрана бактерій слугує фізичним і функ­
ціональним бар'єром, що зумовлює стійкість мік­
робної клітини до факторів довкілля [10]. 

Мета цієї роботи полягала у вивченні впливу 
ліпополісахариду P. syringae pv. atrofaciens (McCul-
loch 1920) Young et al. 1978 на спонтанний та 
індукований мутагенез у S. typhimurium. 
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Таблиця J 
Хімічний склад ліпополісахариду (ЛПС) P. syringae pv. atrofaciens 828J 

Відсоток від сухої маси Л П С 

Препарат Л П С 

Вуглеводи Білок Нуклеїнові киспоти 
2-К.ето-З-дезоксіоктонова 

кислота 

До ультрацентрифугування 30,0 37,0 8,7 Не визначали 

Після ультрацентрифугування 32,6 22,0 6,6 0,5 

Матеріали і методи. Об'єктом дослідження був 
штам P. syringae pv. atrofaciens 8281, виділений з 
ураженого бактеріозом жита сорту Харківське 60 у 
фазі колосіння (Житомирська обл., Малинська до­
слідна ділянка). 

ЛПС отримували з сирих клітин бактерій, які 
вирощували на картопляному агарі при темпера­
турі 28 °С протягом 24 год, екстракцією 0,85 %-м 
розчином NaCl [11]. Екстракти діалізували проти 
дистильованої води упродовж 48 год і ліофільно 
висушували. ЛПС очищували осадженням з 3 %-х 
водних розчинів препаратів на ультрацентрифузі 
(30000 об/хв, 3 год, 4 °С) [12]. Осад, який містив 
ЛПС, розчиняли в дистильованій воді і ліофільно 
висушували. В отриманих препаратах визначали 
вміст білка методом Лоурі із співавт. [13], вугле­
водів — за реакцією з фенолом та сірчаною кисло­
тою, вміст 2-кето-З-дезоксіоктонової кислоти 
(КДО) — за реакцією з тіобарбітуровою кислотою 
[12 ], нуклеїнових кислот — спектрофотометрич­
ним методом [14 ]. 

Геномоделюючу активність ЛПС досліджували 
в тесті Еймса з двома тест-штамами .S. typhimurium 
[15]. Тест-штами містять мутації в гістидиновому 
опероні: S. typhimurium ТАЇ00 — hisG46 (мутація 
типу заміни пар нуклеотидів); S. typhimurium 
ТА98 — hisD3052 (мутація типу зсуву рамки зчи­
тування). Крім цих мутацій, обидва штами несуть 
мутації, які підвищують їхню чутливість до мута­
генів: AuvrB — дефект репараційної системи, rfa — 
дефект синтезу ліпополісахариду, а також плазміду 
стійкості до ампіциліну рКМІОІ [15, 16]. 

Для вивчення впливу на частоту спонтанних 
мутацій водний розчин ЛПС відповідної концент­
рації вносили в кількості 0,1 мл до розплавленого 
напіврідкого агару верхнього шару одночасно із 
суспензією клітин S. typhimurium. Для аналізу 
впливу ЛПС на індуковані мутації 0,1 мл розчину 
біхромату калію та 0,1 мл розчину ЛПС відповідної 
концентрації додавали до розплавленого агару вер­
хнього шару одночасно із суспензією культури S. 
typhimurium. Напіврідкий агар виливали на шар 
нижнього мінімального агару. Після 48 год культи­

вування при температурі 37 °С враховували кіль­
кість колоній ревертантів, які виникали внаслідок 
зворотних мутацій від ауксотрофності за гістиди­
ном до прототрофності. Антимутагени у активність 
ЛПС визначали за відсотком зменшення кількості 
ревертантів, індукованих біхроматом калію у при­
сутності ЛПС порівняно з кількістю ревертантів, 
індукованих самим біхроматом. 

Щоб виявити вплив ЛПС на .S. typhimurium 
його вносили в концентрації від 0,5 до 500 мкг/мл 
до м'ясопептонного агару (МПА). На МПА (конт­
роль) і МПА з ЛПС висівали по 0,1 мл суспензії 
клітин .S. typhimurium (титр 103 кл/мл). Після 
24 год культивування враховували кількість ко­
лоній S. typhimurium. Однакова кількість колоній у 
досліді і контролі свідчила про відсутність у ЛПС 
токсичних властивостей. 

Результати і обговорення. Фітопатогенна бак­
терія P. syringae pv. atrofaciens — основний збудник 
захворювання жита в Україні [17]. Обраний для 
дослідження штам цієї бактерії 8281 є патогенним, 
на житі він спричинює утворення бурих масляни­
стих плям з коричневою облямівкою, на деяких 
рослинах утворюється недорозвинений колос. 

Відомо, що біологічна активність ЛПС визна­
чається структурною організацією цих молекул. 
Тому для вивчення біологічної активності нам не­
обхідно було отримати нативний Л П С ЛПС фіто­
патогенних бактерій P. syringae слабко утримується 
в зовнішній мембрані [11]. Це обумовило вибір 
нами методу екстракції Л П С Вихід ЛПС P. syrin­
gae pv. atrofaciens 8281 при екстракції 0,85 %-м 
розчином NaCl становив 5,44 % від сухої маси 
бактеріальних клітин. Отриманий препарат ЛПС Р. 
syringae pv. atrofaciens 8281 містив 32,6 % вугле­
водів (табл. 1). Слід зазначити, що ЛПС більшості 
видів роду Pseudomonas характеризуються низьким 
вмістом вуглеводів [18]. Одержаний ЛПС містив 
значну кількість білка (до ультрацентрифугування 
37,0 %, після нього 22,0 % ) . Тобто осадження 
ЛПС ультрацентрифугуванням не дозволило відок­
ремити білок від вуглеводної частини ЛПС. Це 
свідчить на користь того, що ЛПС і білок у 
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Таблиця 2 
Вплив ліпополісахариду (ЛПС) P. syringae pv. atrofaciens 8281 на частоту спонтанних мутацій у S. typhimurium 

П р и м і т к а . Тут і в табл. З відсоток пригнічення не наводиться у разі, коли достовірної різниці між кількістю ревертантів у 
дослідних і контрольному (спонтанний фон) варіантах не встановлено. 

Вплив ліпополісахариду P. syringae pv. atrofaciens 8281 на ріст S. 

зовнішній мембрані складають комплекс. Вміст 
нуклеїнових кислот в ЛПС P. syringae pv. atrofa­
ciens 8281 до ультрацентрифугування становив 
8,67 %, після —6,64 %. В ЛПС P. syringae pv. 
atrofaciens 8281 містилося 0,56 % КДО. * 

Геномоделюючу активність ЛПС P. syringae pv. 
atrofaciens 8281 вивчали, використовуючи бакте­
ріальну тест-систему з ауксотрофними за гісти­
дином штамами S. typhimurium. Показником, який 
засвідчує методичну точність проведення дослідів 
та якість використаної культури S. typhimurium, є 
спонтанний рівень мутацій. За даними літератури, 
нормальні межі коливань спонтанного фону му­
тацій становлять для S. typhimurium ТА98 від 23 до 
85 колоній ревертантів на чашку, для S. typhimu­
rium ТА 100 —- від 44 до 94 колоній ревертантів на 
чашку [20 ]. Жодного разу при проведенні дослідів 

typhimurium ТА98 (а) і S. typhimurium ТА 100 (б) 

спонтанний фон мутацій не виходив за межі коли­
вань, наведених у літературі. 

ЛПС P. syringae pv. atrofaciens в дозах від 0,1 
до 100 мкг на чашку не впливає на спонтанний фон 
мутацій обох тест-штамів S. typhimurium. У дозі 
1000 мкг на чашку він знижував спонтанний фон 
мутації штаму S. typhimurium ТА98 на 31 %, a S. 
typhimurium ТА100— на 16 % (табл. 2). 

ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 8281 не діяв на 
ріст S. typhimurium при внесенні його до МПА, на 
якому культивували тест-штами. Кількість колоній 
обох штамів S. typhimurium, що виросли на МПА з 
різною концентрацією ЛПС та МПА без ЛПС 
(контроль), була однаковою (рисунок). Тобто анти-
мутагенна активність ЛПС не пов'язана з його 
токсичним впливом на S. typhimurium. 

Таким чином, ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 
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Таблиця 3 
Вплив ліпополісахариду (ЛПС) P. syringae pv. atrofaciens 8281 на індукований біхроматом калію мутагенез у S. typhimurium 

8281 не має мутагенної активності, а у високих 
концентраціях він зменшує спонтанний фон му­
тацій обох тест-штамів S. typhimurium. Виявлення 
таких властивостей і стало підставою для подаль­
шого дослідження впливу ЛПС P. syringae pv. 
atrofaciens 8281 на індукований мутагенез. 

Для проведення дослідів необхідно було піді­
брати мутаген та його найефективнішу дозу. Як 
мутаген ми використали біхромат калію, мутагенні 
властивості якого досить відомі [20 ]. Для виявлен­
ня найефективнішої дози аналізували його мута­
генну дію на S. typhimurium ТА98. Біхромат калію 
у концентрації 200 мкг на чашку викликав появу 
найбільшої кількості колоній ревертантів S. typhi­
murium ТА98 — 155,6±5,8 колоній на чашку. При 
збільшенні дози кількість колоній ревертантів 
зменшувалася, що пов'язано з його токсичним 
впливом на S. typhimurium ТА98. Тому в усіх 
дослідах доза біхромату калію становила 200 мкг 
на чашку. 

В усіх випробуваних концентраціях ЛПС Р. 
syringae pv. atrofaciens 8281 зменшував частоту 
мутацій, викликаних у S. typhimurium ТА98 та S. 
typhimurium ТАЇ00 біхроматом калію (табл. 3). 
Більш активним ЛПС P. syringae pv. atrofaciens 
8281 виявився у досліді з тест-штамом S. typhimu­
rium ТА98, у якого частота індукованих біхро­
матом калію мутацій зменшувалася на 57—78 % 
залежно від концентрації ЛПС. У тест-штаму S. 
typhimurium ТА 100 спостерігали зменшення часто­
ти виникнення індукованих мутацій на 14—49 %. 

З літератури відомо, що полісахаридам інших 
бактерій також притаманна антимутагенна ак­
тивність. При дослідженні такої активності штамів 
Bifidobacterium longum встановлено, що вона по­
в'язана із здатністю продукувати полісахарид [5]. 

ЛПС іншого фітопатогенного штаму P. syringae 

pv. coronafaciens 9030 також зменшував мутаген­
ний вплив біхромату калію в тесті Еймса. ЛПС Р. 
syringae pv. atrofaciens 8281 виявив вищу антимута-
генну активність у порівнянні з ЛПС P. syringae pv. 
coronafaciens 9030. 

Антимутагенні властивості притаманні не лише 
бактеріальним полісахаридам. Рослинні вуглеводи, 
а саме — ксилоглюкан, пектини та пектиноподібні 
полісахариди теж мають подібні ознаки. Вони при­
гнічують мутагенез, викликаний нітропіреном на 
20—50 % в залежності від дози полісахариду. 
Антимутагенна активність рослинних полісахаридів 
пов'язана з їхньою здатністю адсорбувати мутагени 
[21]. 

Висновки. Нами встановлено, що ЛПС P. sy­
ringae pv. atrofaciens 8281 проявляє антимутагенні 
властивості в бактеріальній тест-системі. Він змен­
шує частоту спонтанних та індукованих біхро­
матом калію мутацій у тест-штамів S. typhimurium. 
Антимутагенна активність досліджуваного ЛПС, 
можливо, пов'язана з його здатністю перешкоджа­
ти проникненню мутагенів до клітин. Питання про 
механізм антимутагенної активності ЛПС P. sy­
ringae pv. atrofaciens 8281 потребує подальшого 
вивчення. 

L. М. Vashchenko, L. A. Pasichnyk, R. I. Gvozdyak 

I n f l u e n c e of Pseudomonas syringae pv. atrofaciens 
lipopolysaccharide on spontaneous and induced by bichromate 
potassium mutagenesis in Salmonella typhimurium 

Summary 

It has been established that lipopolysaccliarides (LPS) are not 
mutagens. LPS in concentration of WOO g per plate reduced 
spontaneous mutations of S. typhimurium ТА 100 by 16 % and S. 
typhimurium TA98 by 31 %. P. syringae pv. atrofaciens 8281 LPS 
is the antimutagen against bichromate potassium too. LPS can 
reduce the frequency of induced by bichromate potassium mutations 
S. typhimurium TA98 by 57—78 %, S. typhimurium TAWO by 14— 
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49 %. P. syringae pv. atrofaciens 8281 LPS has neither stimulation 
nor toxic effect on S. typhimurium. 

Л. H. Ващенко, Л. А. Пасичник, P. И. Гвоздяк 

Влияние липополисахарида Pseudomonas syringae pv. atrofaciens 
на спонтанные и индуцированные бихроматом калия мутации у 
Salmonella typhimurium 

Резюме 

Установлено, что липополисахарид (ЛПС) P. syringae pv. 
atrofaciens 8281 в дозе 1000 мкг на чашку уменьшает частоту 
спонтанных мутаций S. typhimurium ТА98 на 31 %, S. typhi­
murium ТА 100 — на 16 %. Исследуемый ЛПС проявил антиму­
тагенные свойства и по отношению к индуцированным бихро­
матом калия мутациям. Частота таких мутаций уменьша­
лась в зависимости от дозы ЛПС на 57—78 % У тест-штам­
ма S. typhimurium ТА98 и на 14—49 % — у S. typhimurium 
ТА100. 
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