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УСТОЙЧИВОСТЬ МЕМБРАН ДРОЖЖЕЙ 8ДССИДП0МУСЕ8 СЕПЕШ/ДЕ 
К ХОЛОДОВЫМ ВОЗДЕЙСТВИЯМ В УСЛОВИЯХ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА
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Исследованы целостность мембран клеток 8. сегеагзгае после 
цикла замораживание-отогрев (-196°С—+30°С), обработанных озоном 
в различных дозах перед замораживанием, а также жизнеспособность 
клеток, обработанных озоном в различных дозах после заморажива
ния-отогрева. После цикла замораживание-отогрев клеток в физиоло
гическом растворе без обработки озоном мембраны повреждаются у 
60% клеток. В образцах клеток, обработанных озоном в дозе 29 пмоль 
О3 /106  кл перед замораживанием, количество клеток с неповрежден
ными мембранами близко к 90%, что объясняется существованием пе
рекрестной адаптации между окислительным стрессом и стрессом, вы
званным замораживанием-отогревом. Обработка клеток озоном в дозе 
29 пмоль О3 /106  кл после замораживания-отогрева способствует по
вышению показателей жизнеспособности клеток (число КОЕ/мл) на 
30-50% по сравнению с клетками, не обработанными озоном. Данный 
эффект объясняется гормезисом -  стимуляцией живой системы сла
бым внешним раздражителем, интенсивность которого недостаточна 
для проявления вредных воздействий.
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В веден и е
Известно, что индукция слабого стресса повышает устойчивость клеток к последующе

му более сильному действию того же стрессора и в некоторых случаях вызывает защиту от дру
гих видов стресса [1-3]- Это общее свойство живых систем, которое сформировалось эволюци- 
онно. Известен ряд работ, в которых описаны механизмы специфических реакций на различ
ные типы стрессов. Адаптация к холодовому шоку при температуре выше точки замерзания 
была достаточно широко исследована на примере ЕвсЬепсЫа соН, которые испытывают холо
довой стресс при попадании в окружающую среду из организма животного, а также для 
БасШиш зиЫШз и 8. сегеьгзгае [4-8]-

Однако существуют также неспецифические ответы на разные виды стрессов, напри
мер, определенные группы генов экспрессируются как при тепловом шоке, так и при оксида- 
тивном и других видах стресса. [9-11]- Р1аНегу-0 ’Ъпеп с соавт. [10] установили, что как оксида- 
тивный стресс, так и тепловой шок приводят к появлению, по крайней мере, десяти полипеп
тидов, которые могут быть ответственны за перекрестную адаптацию к этим двум видам стрес
са. Действие осмотического стресса запускает синтез веществ, задействованных в репарации 
окислительных повреждений, и наоборот [11]. В работе [12] была показана роль антиоксидант- 
ного ответа при адаптации дрожжевых клеток к гиперосмотическому стрессу. Все эти данные 
указывают, что дрожжи 8. сетеушае, имеют необходимые молекулярные механизмы, чтобы 
выжить и адаптироваться к холоду, и что это, вероятно, одна из причин, почему этот вид 
настолько широко распространен. Таким образом, исследование реакции дрожжей 8. сегеушае 
на холодовой шок и путей запуска адаптационного ответа клеток на холодовые воздействия 
имеет существенное значение как с практической точки зрения (криоконсервирование и дли
тельное хранение), так и для фундаментальных исследований адаптации живых систем 
к холоду [13, 14].

Целью настоящей работы явилось исследование влияния обработки дрожжей 
8. сегеушае озоном в различных дозах на их устойчивость к холодовым воздействиям и эффек
тивность их восстановления после цикла замораживания-отогрева.

Дрожжи 8. сетеюшае (промышленный штамм получен в Санкт-Петербургском отделе
нии Российского НИИ Хлебопекарной промышленности) для исследований выращивали на 
скошенном сусло-агаре в течение 48 часов при 30°С и смывали с питательной среды физиоло
гическим раствором.

М атер и ал ы  и  м етоды
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Суспензии клеток дрожжей 8. сегеишае в физиологическом растворе замораживали в 
криопробирках фирмы Согшпд (США) до -196°С погружением в жидкий азот. После достиже
ния температуры в образце -  196°С, его выдерживали в жидком азоте в течение 10 минут, по
сле чего извлекали и оттаивали на водяной бане при 30°С.

Жизнеспособность клеток дрожжей после криоконсервирования определяли чашеч
ным методом Коха по количеству макроколоний (число КОЕ/мл), образованных на агаризова- 
ных средах [15, 16]. Клетки культивировали в течение 48 часов при 30°С, после чего проводили 
подсчет макроколоний.

Окислительный стресс вызывали действием на клетки дозированными количествами 
озона. Озон для исследований получали из газообразного кислорода производства Харьков
ского кислородного завода (ГОСТ 5583-78) на озонаторе безбарьерного типа, разработанном в 
Харьковском физико-техническом институте [17]. Концентрация озона в газовой озоно
кислородной смеси на выходе озонатора составляла 30 мг/л при потоке 2 л/мин. Озонирова
ние физиологического раствора проводили путем его барботирования озоно-кислородной сме
сью. Концентрацию озона в растворе определяли по величине экстинкции на длине волны 
255 нм (полоса Хартли) [18, 19] на спектрофотометре «ЗресоМ ЦУ У 18» («Саг1 2 е188», Герма
ния). Исходная концентрация озона, растворенного в физиологическом растворе, составляла 
5 мг/л. Необходимую для введения в суспензию клеток концентрацию озона подбирали эмпи
рически, разбавляя исходный озонированный раствор физиологическим раствором.

Наблюдения за изменениями целостности мембран проводили с использованием флу
оресцентного зонда З^иа^е-46о, синтезированного в ГНУ «Институт монокристаллов» НАН 
Украины и предоставляемого фирмой «8е1:аЫошей1са18» (США). Распределение клеток по ин
тенсивности флуоресценции и параметры светорассеяния клетками дрожжей регистрировали с 
помощью проточного цитофлуориметра «РАС8 СаИЪиг» («В^», США) [20; 21] при длине волны 
возбуждения 488 нм. Флуоресцентные микрофотографии получали при помощи конфокально
го лазерного сканирующего микроскопа «Ахю ОЪ8егуег 21» («Саг1 2 е188», Германия). Использо
вали набор фильтров для флуоресценции 20 («Саг1 2 е188»). Флуоресценцию возбуждали светом 
с длиной волны 470 нм. Клетки окрашивали путём 15-тиминутной инкубации в среде, содер
жащей краситель «8^иа^е-46о» в концентрации 40-70 мкмоль/л для микроскопических ис
следований или 4 -7  мкмоль/л для исследованиях на проточном цитофлуориметре, отмывали 
свободный краситель с помощью центрифугирования в течение 3 мин при 800 §.

Результаты представлены по данным не менее 5 независимых экспериментов. Стати
стическую обработку полученных результатов проводили с помощью компьютерной програм
мы «О пдт 8.5». Данные оценивали, используя параметрический 1-критерий Стьюдента. 
Результаты приведены в виде средних арифметических значений, их разброс описан средне
квадратической ошибкой средней величины (р<0.05).

Р езул ьтаты  и  и х  обсуж ден и е

На первом этапе работы исследовали влияние обработки клеток дрожжей 8. сегеишае 
озоном после замораживания-отогрева на целостность их мембран и жизнеспособность. На 
рис. 1 представлены флуоресцентные микрофотографии клеток 8. сегеишае, окрашенных зон
дом 8^иа^е-46о без замораживания и после замораживания-отогрева.

а б
Рис. 1. Флуоресцентные микрофотографии клеток 8. сегеигзгае, окрашенных зондом 

Здиаге-460 без замораживания (а) и после замораживания-отогрева (б)

Клетки, не подвергавшиеся замораживанию, характеризуются однородным свечением 
оболочек (см. рис. 1а). После замораживания-отогрева (см. рис. 1б) в некоторых клетках воз-
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растает четкость флуоресценции внутренних структур, что объясняется перераспределением 
красителя внутри клетки. Одновременно наблюдаются полностью разрушенные клетки, утра
тившие свою начальную форму. У  таких клеток сильно повышается общая интенсивность флу
оресценции, что объясняется накоплением в них красителя, который проникает в клетки после 
нарушения целостности клеточных стенок и мембран.

На рисунке 2 представлены точечные гистограммы клеток 8. сегеишае до и после за
мораживания-отогрева без обработки озоном.

р|_3-н П.З-Н

а б
Рис. 2. Точечные гистограммы клеток 8. сегеишае окрашенных зондом 8диаге-4бо: 

а) до замораживания; б) после замораживания до -  196°С и отогрева до 30°С

Можно видеть, что замораживание-отогрев клеток приводит к появлению гейта в области 
значений Р^3-Н 102-103 (см. рис. 2б), что соответствует клеткам с поврежденными мембранами. 
Зонд 89иаге-4б0 проникает в клетки с поврежденными мембранами, вызывая повышение интен
сивности их флуоресценции [22] Регистрируется также пул клеток с более низким уровнем флуо
ресценции, мембраны которых не были повреждены в ходе замораживания-отогрева. Количество 
клеток с поврежденными мембранами составляет около 60% от общего пула.

После отогрева клетки обрабатывали озоном в различных дозах. Полученная зависи
мость показателей колониеобразования дрожжей 8. сегеигзгае от дозы озона представлена в 
таблице 1. В диапазоне низких доз озона (менее 42 пмоль О3/106 кл) наблюдается тенденция к 
повышению жизнеспособности дрожжей в ответ на введение озона.

Таблица 1

Ж изнеспособность клеток 5 . сететжае после 
замораживания-отогрева и обработки озоном  

в различных дозах

Концентрация озона 
в образце, мг/л

Доза озона, 
пмоль О3/106 кл

Ж изнеспособность, 
число КОЕ/мл х107

0 (контороль) 0 3.6±0.06
0.05 13 4.2±0.1*
0.07 23 4.6±0.05*
0.09 29 7.3±0.06*
0.13 4 2 4.9±0.08*
0.2 65 3.8±0.02
0 .3 97 4 ±0 .3 *

0.38 120 2.8±0.07*
0 .75 240 1.1±0.02

Примечание: * - р<0.05 по сравнению с контролем.

Показатели жизнеспособности дрожжей, обработанных озонированным физиологиче
ским раствором с конечной дозой озона 29 пмоль О3/106 кл, достоверно выше, чем показатели 
жизнеспособности дрожжей в контрольных образцах, не обработанных озоном. При указанной 
дозе озона эффект стимуляции колониеобразования максимален, число КОЕ увеличивается 
примерно на 50% по сравнению с его значением для необработанных клеток.

При увеличении дозы озона более 65 пмоль О3/106 кл эффект повышения жизнеспособно
сти дрожжей не наблюдается, однако, до дозы 120 пмоль О3/106 кл не происходит инактивация 
дрожжей. При достижении дозы озона 240 пмоль О3/106 кл, жизнеспособность дрожжей снижает
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ся в 3 раза по сравнению с контролем. Доза озона свыше 240 пмоль О3/106 кл (в табл. 1 не показа
ны) вызывают резкое снижение жизнеспособности клеток вплоть до их гибели.

Таким образом, экспериментально установлено, что стимуляция пролиферативной ак
тивности замороженных-оттаянных дрожжей 8. сетеушае проявляется при введении озона в 
дозах менее 42 пмоль О3/106 кл в суспензию клеток после их оттаивания.

Представленная в таблице 1 зависимость показателей деления и роста от дозы озона согла
суется с существующими представлениями о характере адаптивного ответа живой системы на 
стресс, в зависимости от величины стресса (триада Селье) [23, 24]. Обобщенная схема ответа живой 
системы на стресс представлена на рисунке 3. Стресс начинается стадией тревоги (а1агш -  реак
ции), во время которой мобилизуются защитные силы клетки. На этапе тревоги стресс запускает 
адаптивные функции клетки -  активируется экспрессия стрессовых генов. Во многих случаях на 
стадии тревоги наблюдается активация процессов жизнедеятельности -  гормезис [25-27].

3Xом
о
3

10

Г И Б Е Л Ь  К Л Е Т О К

Т О Р М О Ж Е Н И Е  
Д Е Л Е Н И Я  И  Р О С Т А

С Т И М У Л Я Ц И Я  П Р О Ц Е С С О В  
Ж И З Н Е Д Е Я Т Е Л Ь Н О С Т И Рис. 3. Характер ответа клеток на 

действие озона, в зависимости от 
его дозы

Обычно в ответные реакции при гормезисе вовлекаются белки ионных каналов и кина
зы, а также факторы транскрипции, регулирующие экспрессию генов, которые кодируют белки 
защиты клеток. Некоторые из белков горметического стресса, присутствующие в больших ко
личествах, в настоящее время идентифицированы, включая белки-шапероны, такие как белки 
теплового шока, антиокислительные ферменты -  супероксид дисмутаза и глутатион перокси- 
даза и факторы роста - инсулин-подобные факторы роста [28, 29]. Таким образом, описанное 
выше увеличение активности деления и роста клеток 8. сетеушае, которое наблюдается при 
дозах озона менее 42 пмоль О3/106 кл, может быть объяснено явлением гормезиса. Более всего 
данный эффект выражен при дозе озона 29 пмоль О3/106 кл.

Во второй фазе триады Селье -  фазе адаптации -  в живой системе на основании изме
нений, прошедших во время первой фазы, включаются главные механизмы адаптации. Они 
характеризуются снижением активности гидролитических и катаболических реакций и усиле
нием процессов синтеза, при этом происходит обратимое торможение деления и роста клеток 
[30]. В эксперименте с клетками 8. сетеушае данное явление наблюдается при дозах озона, 
близких к 102 пмоль О3/106 кл. Дальнейшее усиление стрессорного воздействия приводит к 
третьей фазе стресса -  фазе истощения, что ведет к гибели клеток [4, 30, 31]. На клетках 
8. сегеушае это наблюдается в диапазоне доз озона 103 пмоль О3/106 кл и выше (в табл. 1 
не показано).

Представляет интерес использовать адаптивный ответ клеток на стресс, вызываемый 
перед замораживанием, для повышения устойчивости их к факторам замораживания. В этом 
состоял второй этап данной работы.

Клетки 8. сетеушае в физиологическом растворе перед замораживанием обрабатывали 
озоном в различных дозах и методом проточной цитофлуориметрии регистрировали появле
ние клеток с поврежденными мембранами в общей популяции сразу после обработки озоном 
без замораживания и после замораживания-отогрева. На рисунке 4 представлены полученные 
точечные гистограммы клеток 8. сетеушае.

Обработка клеток озоном в дозах ниже 240 пмоль О3/106 кл не вызывает повреждений 
мембран в отсутствие замораживания (см. рис. 4).
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13 пмоль ОзЛО кл 29 пмоль Оз/Ю кл 42 пмоль Оз 10 кл
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Рис. 4. Точечные гистограммы дрожжей 8. сетеишае после обработки озоном
в различных дозах

Однако после замораживания-отогрева основная часть мембран клеток, обработанных 
озоном в дозах-13-22 пмоль О3/106 кл, повреждается. Об этом свидетельствует смещение гейта 
к высоким значениям (до 102) флуоресценции РЬз-Н. При дозах озона выше 240 пмоль О3/106 
кл наблюдается повреждение мембран уже на этапе обработки клеток озоном, причем замора
живание приводит к увеличению количества клеток с поврежденными мембранами (синер
гизм повреждающего действия озона в высоких дозах и замораживания).

При дозе озона 29-42 пмоль О3/106 кл гейт расположен в области значений РЬз-Н ни
же 102, что соответствует неповрежденным клеткам (см. рис. 2). Следовательно, обработка кле
ток 8. сетеушае в дозе 29-42 пмоль О3/106 кл перед замораживанием позволяет избежать по
вреждений их мембран при замораживании до -196°С и последующем отогреве. Мы объясняем 
этот факт запуском естественных защитных механизмов, как результат перекрестной адапта
ции при адаптивном ответе клеток на окислительный стресс.

Микроорганизмы, которые сталкиваются с серьезными перепадами температур в их 
естественной среде обитания, должны быть оснащены клеточными механизмами ответа на эти 
изменения и адаптации к ним.
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При заморажавании-отогреве, как и при других видах стрессов в дрожжах 8. сетеугзгае 
синтезируются стрессовые белки [32] или метаболиты, такие как трегалоза и глицерин [33, 34]. 
Трегалоза стабилизирует структуру внутриклеточной воды и клеточные мембраны в условиях 
стресса [33]. Гибкость клеточных мембран считается важным фактором при замораживании- 
оттаивании, так как мембрана является основной мишенью повреждений при замораживании- 
оттаивании. Известно, что мембранная гибкость может быть модифицирована путем связыва
ния сахаридов, действующих как криопротекторы [33], или путем изменения фосфолипидов и 
нейтральных липидных композиций [35]. Адаптивная реакция на слабый окислительный 
стресс служит пусковым механизмом для включения генетически детерминированых защит
ных реакций клеток на холодовой стресс.

В ы воды

Показано, что в клетках 8. сетеугзгае, обработанных перед замораживанием озоном в 
дозе 42 пмоль О3/106 кл снижается уровень повреждения мембран, что указывает на существо
вание перекрестной адаптации между холодовым и окислительным стрессами. Обработка кле
ток озоном в дозе 29 пмоль О3/106 кл после замораживания-отогрева способствует повышению 
эффективности восстановления их деления и роста, что объясняется явлением гормезиса.
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КЕ818ТДЫ0Е ОГ 8АССНДЙЙМУСЕ8 СЕЙШ А  УЕД8Т М Е М В Ш Е З  ТО 0010 ЕХР030КЕ8 
АТ О Х Ш А Ш Е  8ТНЕ88

1п1е§гйу о! се11 шешЪгапе8 Юг 8асскаготусеш се̂ еV з̂ а̂е айег 
!гее2еТЬатеш§ сус1е (-196С-+30С) 1геа1ей тейЬ о2опе а! йй!егеп1 йо8е8 
ргюг !о !гее2т§ а8 ме11 а8 !Ье ЛаЪПйу о! се118 йеаКй тейЬ о2опе айег 
!гее2еТЬатеш§ меге 81ий1ей. АЙег !гее2еТЬатеш§ о! се118 т  рЬу8ю1о§1са1 
8о1и!юп тейЬ по о2опе 1геа1шеп1 !Ье тетЪгапе8 меге щ игей т  60% о! 
се118. 1п !Ье 8ашр1е8 о! се118 1геа1ей м1тЬ о2опе т  а йо8е о! 29 ршо1 
О3/106се118 ргюг !о !гее2т§ !Ье пишЪег о! се118 тейЬ поп-йашадей шеш- 
Ъгапе8 18 с1о8е !о 90% !Ьа! 18 ехр1а т е й  Ъу !Ье ех181епсе о! сго88-айар1а11оп 
ЪеГмееп охЮа!1уе 8!ге88 апй !Ьа! саивей Ъу !гее2е-1Ьате1п§. ТЬе 1геа1шеп1 
о! се118 те11Ь о2опе т  а йо8е о! 29 ршо1 О3/106се118 айег !гее2е-1Ьате1п§ 
соп1г1Ьи1е8 !о 1псгеа8ей 1пй1се8 о! се11 ЛаЪПйу (пишЬег о! СЕИ/ш1) Ъу 30
50% 1! сошрагей м1тЬ о2опе-поп-1геа1ей се118. ТЬ18 е!!ес! 18 ехр1а т е й  Ъу 
Ьогше818, 811ши1а11оп о! Нут§ 8у8!еш м1тЬ ои!ег 1гг11ап1, !Ье 1п1еп811у  о! 
тоЮсЬ 18 т 8и!йс1еп1 !ог шап1!е811п§ Ьагш!и1 е!!ес!8.

Кеу могй8: ох1йа11уе 8!ге88, о2опе, 8асскаготусез се̂ еV з̂ а̂е, сго88 
айар1а11оп, !гее2е-1Ьате1п§.
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