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ВЛИЯНИЕ КОГЕРЕНТНОГО УФ-ИЗЛУЧЕНИЯ С ДЛИНОЙ 

ВОЛНЫ 285 НМ НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ И МУТАЦИОННУЮ 

СПОСОБНОСТЬ МОДЕЛЬНЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ 

Исследовано влияние когерентного ультрафиолетового излучения с длиной волны 285 нм 

на модельные культуры бактерий Bacillus subtilis и Rhodococcus erythropolis, обладающие активно-

стью амилазы и нитрилазы соответственно. Показано, что прямое облучение бактерий в течение 

150 с вызывало в условиях эксперимента максимальный мутагенный эффект, который выражался 

в повышении количества диссоциантов (на 3 порядка) при достаточно высокой выживаемости кле-

ток. При этом от 4,2 до 8,5 % диссоциантов составляли клоны с повышенной активностью целевых 

ферментов (амилазы B. subtilis и нитрилазы R. erythropolis). 
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EFFECT OF COHERENT UV RADIATION WITH A WAVELENGTH 

OF 285 NM ON THE VIABILITY AND MUTATION ABILITY  

OF MODEL MICROORGANISMS 

The effect of coherent ultraviolet radiation with a wavelength of 285 nm on model cultures of 

bacteria Bacillus subtilis and Rhodococcus erythropolis, which have amylase and nitrilase activity, re-

spectively, has been studied. It was shown that direct irradiation of bacteria for 150 sec under the exper-

imental conditions caused the maximum mutagenic effect, which was expressed in an increase in the 

number of dissociants (by 3 orders of magnitude) with a sufficiently high cell survival. At the same time, 

from 4.2 to 8.5% of the dissociants were clones with increased activity of target enzymes (B. subtilis 
amylase and R. erythropolis nitrilase). 
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Ультрафиолетовое излучение является повсеместным фактором 

окружающей среды, обладающим широким кругом биологической актив-

ности. Известно ДНК-повреждающее действие ультрафиолета и связан-
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ное с ним мутагенное действие. Известно, что различные длины волн уль-

трафиолетового диапазона вызывают разные типы повреждений ДНК. 

Так, диапазоны UVC (290-200 нм) и UVB (320-290 нм), но в гораздо 

меньшей степени UVA (320-400 нм), способны вызывать межмолеку-

лярные и внутримолекулярные сшивки макромолекул – нуклеиновых 

кислот и белков, в том числе модифицировать молекулу ДНК, генери-

ровать её фотопродукты. 

Наиболее распространенными фотопродуктами ДНК, образующи-

мися при ультрафиолетовом облучении, являются пиримидиновые ди-

меры. Они генерируются при насыщении 5,6 двойных связей и образова-

нии четырехчленного циклобутильного кольца и образуются во всех воз-

можных дипиримидиновых сайтах, причем наиболее распространенным 

является тимин-тиминовый димер (T–T), за которым следуют C–T и T–C 

димеры. C–C димеры являются наиболее редкими. Данные структуры яв-

ляются непреодолимым препятствием для точного матричного копирова-

ния, на котором основано явление биологической жизни, и при отсутствии 

репарации ДНК летальны. Точная репарация УФ-повреждений ДНК с вос-

становлением исходной нуклеотидной последовательности зачастую не-

возможна, и в результате работы системы SOS-репарации целостность 

ДНК восстанавливается благодаря включению в цепь случайных нуклео-

тидов, что является основной причиной мутаций в живой природе [1, 2].  

УФ-мутагенез давно применяется в селекции микроорганизмов и 

растений. Для биологической мутагенной активности УФ-излучения 

большое значение имеют дозирование и вклад разных частей спектра, а 

для эффективности селекции – баланс мутагенности и выживаемости 

облученных клеток, имеющих нелинейную зависимость от разных пара-

метров облучения: спектрального состава, интенсивности, временного ре-

жима обработки, сочетания световых и темновых фаз при периодическом 

режиме облучения. Однако традиционно используются УФ-источники с 

широким спектром излучения – от жесткого ультрафиолета до видимой ча-

сти спектра с различной интенсивностью составляющих, зависящей от 

конкретного источника или серии ламп. В связи с этим точно стандартизо-

вать методики использования УФ-мутагенеза было невозможно.  

Кроме того, известно, что ультрафиолет обладает широким спек-

тром фитостимулирующего действия. Показано, что облучение UVA 

приводит к увеличению площади листьев и веса в свежем виде [3], на 

разных модельных растительных культурах обнаружено стимулирую-
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щее действие ближнего ультрафиолета на морфогенез, количество меж-

доузлий, площадь листовых пластинок [4–6]. Также UVA увеличивает 

массу корней в условиях засухи [7]. Показано стимулирующее действие 

UVA и UVB на многие физиологические процессы, повышение уровня 

биосинтеза флавоноидов и других полифенольных соединений [8–10]. 

Однако большинство таких исследований сделано на широковолновых ис-

точниках со сложным составом спектра. Вклад в такие процессы отдель-

ных узких спектральных зон остается невыясненным. 

В настоящее время в связи с развитием лазерной и светодиодной 

техники появилась возможность исследования влияния когерентных ис-

точников с узким пиком (диапазоном) излучения для дифференцирован-

ного определения биологической активности конкретных диапазонов, а 

также разработки дозированного применения источников для достижения 

более воспроизводимого, стандартизуемого и прогнозируемого эффекта. 

Объекты и методы исследования. Исследовано влияние на бак-

териальные культуры светодиодного источника с длиной волны 285 нм, 

относящейся к UVB диапазону. Данные о биологической активности из-

лучения данного волнового диапазона немногочисленны. Модельными 

объектами исследования были грамположительные бактерии: грампо-

ложительная спорообразующая культура бактерий Bacillus subtilis 

ATCC 6633, обладающая активностью фермента амилазы, а также мезо-

фильный штамм Rhodococcus erythropolis NG28, обладающий высокой 

нитрилазной активностью. Исследованы выживаемость клеток при раз-

личных режимах УФ-облучения светодиодом с длиной волны 285 нм 

при прилагаемой мощности 5 мВт, а также частота диссоциации куль-

туры и появления бактерий с повышенной активностью.   

Культуру с концентрацией 1010 клеток в 1 мл обрабатывали в куль-

туральном 12-луночном планшете в течение разных периодов времени 

(5, 10, 30, 60, 90, 150, 300, 600 с) с расстояния 5 см. Затем проводили 

серию 10-кратных разведений обработанной суспензии, и из 2, 4 и 6 раз-

ведений проводили высев в количестве 100 мкл газоном на чашки Петри 

с агаризованной средой. Культивирование проводили при температуре 

30 ºC в течение 48 ч на агаризованной минимальной среде с добавле-

нием крахмала в качестве источника углерода для B. subtilis ATCC 6633 

и глюкозы для R. erythropolis NG28. Все эксперименты проводили в 

трехкратной повторности. 

Для оценки выживаемости бактерий подсчитывали число вырос-

ших колоний (в млн/мл при разведении 10–2). Поскольку у исследуемых 

культур отсутствуют специальные генетические маркеры, но они склон-
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ны к генетической диссоциации, выраженной в появлении колоний 

крупного размера с менее плотной консистенцией, для оценки мутаген-

ного потенциала исследуемых бактерий подсчитывали среднее количе-

ство диссоциантов на 1000 колоний. 

Результаты исследования. Исследовано влияние УФ 285 нм на 

количество КОЕ/мл (1, 2) и количество диссоциантов на 1000 КОЕ (3, 4) 

грамположительных бактерий B. subtilis ATCC 6633 и R. erythropolis 

NG28 (рис. 1).  

  

Рис. 1. Влияние облучения источником УФ 285 нм на КОЕ (1, 2) и количество  

диссоциантов на 1000 КОЕ (3, 4) грамположительных бактерий B. subtilis  

ATCC 6633 (линии 1 и 3) и R. erythropolis NG28 (линии 2 и 4) 

Установлено, что облучение в течение 10 минут (600 с) вызывало 

гибель более 95 % бактерий обеих культур относительно исходного ко-

личества в суспензии.  

В то же время кратковременное облучение в течение 10 с оказы-

вало стимулирующее действие на выживаемость бактерий и повышало 

количество колоний до 7 % относительно контрольного необлученного 

варианта. По-видимому, увеличение КОЕ в этом случае связано со сти-

мулированием роста покоящихся клеток R. erythropolis и спор B. subtilis. 

Таким образом, количество КОЕ в условиях данного эксперимента было 

максимальным в вариантах, облученных в течение 10 с. В то же время 

ранее нами было установлено, что облучение в течение 10 с также сти-

мулирует общую активность бацилл. В дальнейшем при увеличении 

времени облучения количество жизнеспособных клеток экспоненци-

ально снижалось. 
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Исследованы амилолитическая активность выборки диссоциантов 

культуры B. subtilis ATCC 6633 и нитрилазная активность диссоциантов 

R. erythropolis NG28. Показано, что во всех вариантах от 4,2 до 8,5 % 

диссоциантов составляли клоны с повышенной активностью целевых 

ферментов (амилазы B. subtilis ATCC 6633 и нитрилазы R. erythropolis 

NG28). Диссоциант B. subtilis ATCC 6633 с максимальной активностью 

амилазы (3,74 мкмоль/мин/мг сухого веса клеток – на 56 % выше, чем у кон-

трольных вариантов) был выделен из образца, облученного в течение 30 с. 

Диссоциант R. erythropolis NG28 с максимальной нитрилазной активностью 

(12,83 мкмоль/мин/мг сухого веса клеток – на 68 % выше, чем у контроль-

ных вариантов) был выделен из суспензии, облученной в течение 60 с. 

Таким образом, показана возможность использования излучения в 

качестве фактора мутагенеза и повышения генетического разнообразия 

в целях селекции микроорганизмов–продуцентов биотехнологически 

значимых ферментов. 
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