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Известно, что все три составляющие бактериальных липополисахаридов (ЛПС) — липид А, 
кор и О-специфическая полисахаридная цепь, могут быть рецепторами для бактериофагов 
и бактериоцинов [1]. Потеря боковых цепей ЛПС или части наружной мембраны бактери-
альной клетки приводят к утрате этих рецепторов.

Ранее исследования морфологии частиц макромолекулярных каротоворицинов (МСТV) 
показали, что их структура подобна хвостовому отростку бактериофагов семейства Myo vi-
ri dae [2, 3]. У нового умеренного бактериофага Pecto bac terium carotovorum — ZF40 наряду с 
морфологическими свойствами анализ сиквенса генома показал, что он является типичным 
представителем бактериофагов семейства Myo vi ridae (морфотип А1) [4, 5]. В литературе 
имеются сведения о генетическом родстве бактериоцинов и бактериофагов [6]. Известно, 
что макромолекулярные бактериоцины начинают реализовывать свойственную им киллер-
ную активность благодаря прикреплению к рецепторам на клеточной стенке бактерий и 
разрушению оболочки клетки [7]. Бактериофаги, в отличие от бактериоцинов, вводят в 
клетку собственную ДНК и воспроизводят свою популяцию. Для лизиса одной бактерии 
фактически необходима лишь одна частица бактериофага, тогда как для разрушения такой 
бактерии бактериоцинами их количество должно быть значительно большим [7]. 
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Целью исследования было определить родство между белковыми компонентами MCTV/J2 
и бактериофага ZF40, а также способность макромолекулярных бактериоцинов и бактерио-
фага ZF40 осуществлять конкуренцию за сайты связывания на чувствительной культуре в 
условиях смешанной инфекции in vitro.

Для выделения MCTV/J2 использовали бактерии P. carotovorum. Киллерную актив-
ность бактериофага ZF40 и MCTV определяли с помощью популяционных диссоциантов 
RC 5297 и RC 5195. Диссоциант RC 5195 не способен к адсорбции бактериофага ZF40, тогда 
как бактерии RC 5297 адсорбируют как бактериоцины типа фаговых хвостовых отростков, 
так и бактериофаг ZF40 (рис.1). 

Индукцию бактериоцинов проводили как описано в [8]. Частицы MCTV осаждали 50 % 
сульфата аммония в присутствии 0,1 М NaCl. От примеси нуклеиновых кислот избавлялись 
с помощью РНКазы и ДНКазы. Смесь бактериоцинов разделяли в сахарозном градиенте 
(5—20 %), содержащем 20 % спирта, в 0,01 М трис-НСl буфере, рН 7,2, при 30000 об./мин в 
течение 4 ч. Дальнейшую очистку MCTV проводили с помощью колонки с ДЕАЕ сефарозой. 

Частицы бактериофага ZF40 получали методом слитного лизиса [9]. Далее к ним была 
получена кроличья антисыворотка как описано в [10]. Cмесь бактериоцинов в концентра-
ции 1 мг/мл была обработана сывороткой, преципитат центрифугировали и полученный 
осадок ресуспендировали в 10 мМ трис-НСl буфере, pH 7,2, содержащем 0,5 М NaCl для 
избавления от неспецифических примесей. Полученные препараты наносили на коллодие-
вые сеточки и контрастировали 2 % уранилацетатом. Для электронномикроскопических 
исследований использовали микроскоп JEOL 1400. 

Иммуноблотинг белков осуществляли по Н. Тowbin с соавт. [11]. После электрофоре-
ти ческого разделения в ПААГ белковые фрагменты переносили на нитроцеллюлозный 
фильтр Schleicher & Schul с размером пор 0,45 мкм. Свободные места связывания на нит-
роцеллюлозе блокировали 1 % раствором БСА в 20 мМ трис-HCl буфере, рН 7,5, содер-
жащем 0,5 М NaCl. Затем фильтр помещали в сыворотку, полученную к ZF40, и выдержива-
ли в течение 12 ч при комнатной температуре и постоянном встряхивании. После этого ни-
троцеллюлозу пятикратно промывали в буфере без антител, фильтры погружали в 20 мМ 
трис-HCl буфер, рН 7,5, содержащий 0,5 М NaCl, 1 % БСА и коньюгат “второго” антитела 
против иммуноглобулинов кролика, меченного фосфатазой “Sigma” No A2556. Через 2 ч 
фильтры промывали в 20 мМ трис-HCl буфере, рН 7,5, содержащем 0,14 М NaCl, затем их 
помещали в раствор бензидина в вышеуказанном буфере и 0,03 % Н2О2. Серологически 
родственные белки проявлялись через 10—20 мин. Для остановки реакции фильтры поме-
щали в воду. В качестве контроля в иммунохимической реакции использовали полипепти-
ды бактериофага Т4.

Ранее нами с помощью антисыворотки, полученной к MCTV/J2, методом Оухтерло ни 
выявлены серологически родственные бел ки в каротоворицинах: МСТV/2M, МСТV/62А и 

Рис. 1. Киллерная активность ZF40 и 
MCTV/J2 относительно штамма RC5195 (а) 
и RC 5297 (б)
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МСТV/153, а также показано серологичес-
кое родство некоторых из них у бактериоци-
нов и бактериофага ZF40. Антисыворотка 
нейтрализует киллерную активность бакте-
риоцинов, выделенных из Р. carotovorum раз-
личных экологических ниш [10]. 

С использованием антисыворотки, полу-
ченной к структурным белкам бактериофага 
ZF40, методом иммуноблотинга выявлены 
се рологически родственные белки в составе 
смеси MCTV/J2 и бактериофага ZF40 c мо-
лекулярной массой 72, 66, 39 и 24 кД (рис. 2). 

При использовании антисыворотки к бак териофагу ZF40 в составе бактериофага Т4 се-
рологически родственных белков не обнаружено. Выявлено серологическое родство белков 
MCTV и ZF40. 

Известно, что у бактериофагов Т4, PS17, ZF40, а также у MCTV основные структурные 
белки хвостовых отростков имеют соответственно следующие значения молекулярной мас-
сы: белок футляра — 71, 40, 31, 50 кД, внутренний белок стержня — 19—20 кД и белки фи-
брилл — 56, 72, 76, 78 кД у бактериофагов [9] и 68, 72, 78 кД у бактериоцинов [12]. Скорее 
всего, белки фибрилл определяют специфичность адсорбции каротоворицинов. Общими 
выявленными нами белками фибрилл для исследуемых частиц являются белки с молеку-
лярной массой 66 и 72 кД. 

Как было показано ранее, при обработке смеси частиц бактериоцинов антисывороткой, 
полученной к MCTV, они утрачивают киллерную активность. Лизирующая активность 
бактериофага ZF40, обработанного антисывороткой, полученной к МСТV, существенно 
снижается [10]. 

Обработка образцов MCTV/J2 антисывороткой, полученной к бактериофагу ZF40, 
приводит к агрегации частиц бактериоцинов (рис. 3). Причину образования агрегата мы 
пока достоверно объяснить не можем. Вероятно, содержащиеся в MCTV/J2 белковые ком-
поненты, родственные таковым в составе бактериофага ZF40, связываются с антитела ми, 

Рис. 2. Иммуноблотинг белковых компонентов 
МСТV/J2 и бактериофага  ZF40 с использованием 
антисыворотки, полученной к белкам ZF40: 1 — 
маркеры; 2, 3 — бактериофаги Т4 и ZF40 соответ-
ственно; 4 — МСТV/J2

Таблица 1. Выживаемость клеток RC 5297 при адсорбции препаратами фага ZF40 и MCTV/J2 

Штамм/фаг/MCTV/
смесь фага и MCTV

Титр клеток (КОЕ) 
после адсорбции (15 мин)

Кол-во выживших
клеток, %

Единицы летальной
дозы (LD37)

RC 5297 1,7 ⋅ 108 100 —
ZF40 4,0 ⋅ 107 23,5 1,4
MCTV/J2 2,0 ⋅ 107 12 2,1
ZF40 + MCTV/ J2 2,0 ⋅ 106 1,2 4,4
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полученными к белкам бактериофага. Возможно наличие и других причин появления таких 
агрегатов. Эта агрегация частиц может приводить к утрате киллерных свойств МСТV. 

Таким образом, в результате проведенных исследований в составе MCTV/J2 и бакте-
риофага ZF40 обнаружены серологически родственные белковые компоненты с помощью 
антисывороток, полученных как к MCTV [10], так и к бактериофагу ZF40. Эти компоненты 
могут быть факторами узнавания общих сайтов связывания с бактериальной клеткой.

Для доказательства этого предположения исследовали выживаемость клеток RC 5297 
при смешанной инфекции (табл.1).

Количественные показатели киллерной активности выражали через величину KA = 
= —ln B/B0, где B/B0 — выживаемость бактерий, B0 — исходная концентрация клеток, 
В — концентрация клеток после влияния бактериоцина или бактериофага. В этом случае 
единица активности соответствует 37 % выживания — LD37, или e–1 [13]. В эксперименте 
множественность инфекции фага составляла >1, объемная концентрация бактериоцина 
(v/v) — 0,5.

Критерием служили выжившие бактериальные клетки после инкубации с фагом, бак-
териоцином, а также смесью ZF40 и MCTV/J2 соответственно (см. табл.1). При этом наб-
людали увеличение летальной дозы при адсорбции смеси фага и каротоворицина в 4 раза по 
сравнению с адсорбцией только фагом и в 2 раза по сравнению с MCTV/J2 . Возможно, та-
кие низкие показатели количества выживших клеток индикаторного штамма при совмест-
ном заражении фагом и бактериоцином указывают на общие рецепторы прикрепления на 
клеточной оболочке бактерии. 

Для определения наличия конкуренции за сайты связывания при совместном зара-
жении было подсчитано количество неадсорбированного фага при адсорбции его на натив-

Рис. 3. Электронная 
микроскопия частиц 
MCTV/J2: а — час ти-
цы MCTV, не об ра бо-
танные анти сы во рот-
кой; б — агрегаты 
час тиц MCTV после 
об работки их анти сы-
вороткой, полу чен ной 
к бактериофагу ZF40

Таблица 2. Показатели адсорбции фага ZF40 при совместном заражении с MCTV/J2 клеток RC 5297

Фаг/бактериоцин
Время 

адсорбции, 
мин

Титр фага БОЕ/мл Количество 
неадсорбированного 

фага, %Р0 Р

ZF40 15 6,2 ⋅ 108 8,1 ⋅ 107 13,1
ZF40 + MCTV/J2 15 6,2 ⋅ 108 1,6 ⋅ 108 25,8

Примечание. Р0 — начальный титр фага, Р — титр фага после завершения инфекции.
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ных клетках бактерий. В результате проведенных экспериментов был обнаружен факт со-
вместимости рецепторов штамма RC 5297 для бактериофага ZF40 и MCTV/J2 (табл.2).

Согласно данным [14] скорость адсорбции частиц бактериоцина на нативных клетках — 
очень стремительный процесс. Уже за первые 2 мин адсорбируется основное количество 
частиц. В результате исследований установлено, что в случае совместного заражения кле-
ток фагом ZF40 и бактериоцином J2 количество неадсорбированного фага в 2 раза превы-
шает количество фаговых частиц при моноинфекции. Данные табл. 2 подтверждают нали-
чие общих сайтов связывания фага и бактериоцина на чувствительной бактерии.

Таким образом, адсорбционная способность фага ZF40 и MCTV/J2 коррелирует с на-
личием серологически родственных белков в составе их частиц.

Авторы выражают благодарность С.А. Войчуку за получение электронномикроскопиче-
ских снимков.
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ЗВ’ЯЗОК СЕРОЛОГІЧНОЇ СПОРІДНЕНОСТІ БІЛКІВ 
З АДСОРБЦІЄЮ ЧАСТОК БАКТЕРІОЦИНУ 
PECTOBACTERIUM CAROTOVORUM J2 І БАКТЕРІОФАГА ZF40

Методом імуноблотингу з використанням кролячої антисироватки виявлено серологічно споріднені білко  ві 
компоненти у складі макромолекулярних каротоворицинів типу фагових хвостових відростків (MCTV/J2) і 
бактеріофага ZF40 Pectobacterium carotovorum subsp.carotovorum. Ці компоненти можуть бути фактором 
впізнавання спільних сайтів зв’язування з бактеріальною клітиною. Показано конкуренцію при адсорбції 
на індикаторному штамі RC 5297 в умовах змішаної інфекції фага ZF40 і MCTV/J2. 

Ключові слова: макромолекулярні каротоворицини (MCTV), Pectobacterium carotovorum, бактеріофаг ZF40, 
білки, серологічна спорідненість.
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THE RELATION BETWEEN THE SEROLOGICAL SIMILARITY 
OF PROTEINS AND THE ADSORPTION OF PARTICLES OF 
PECTOBACTERIUM CAROTOVORUM J2 BACTERIOCINS AND BACTERIOPHAGE ZF40
Immunoblot analysis with rabbit antiserum has revealed serologically related protein components in the structure of 
phage tail-like macromolecular carotovoricins (MCTV/J2) and bacteriophage ZF40 Pectobacterium carotovorum 
subsp. carotovorum. These components may act as recognition factors for the common binding sites on the bacterial 
surface. A competition for the adsorbtion sites between the phage ZF40 and MCTV/J2 is demonstrated under the 
conditions of mixеd infection.

Keywords: macromolecular carotovoricins (MCTV), Pectobacterium carotovorum, bacteriophage ZF40, proteins, 
serological similarity.


