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Резюме

Ұсынылңан математикалық модель бойынша бұр-ңыла-
нңан таужыныстарының ұсақ кесектерiнiң жылдамдыңы

есептелiнген. Ұңңының сақиналық кеңiстiгiнде пайда болң-
ан тарту күшiнiң əсерiн ескере отырып жылдамдықтар-
дың таралуы көрсетiлген.

Summary

The speeds of lifting of particles drilling cuttings according
to offered mathematical model are caiculated. Given real distri-
bution of speeds in ring space with consideration the pressing
force operating in near of well zone.
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В настоящее время наряду с традиционными
методами исследования растений in vivo широко
применяются методы, основанные на использо-
вании культивируемых in vitro тканей и клеток
растений [1, 2]. Эта экспериментально созданная
система позволяет в строго контролируемых ус-
ловиях, на клеточном уровне быстрее и глубже
изучать такие сложные процессы, как рост, кле-
точная дифференциация и развитие растительно-
го организма, основные закономерности первич-
ного и вторичного метаболизма, а также влияние
различных экстремальных и вредных воздей-
ствий. Многочисленные данные показывают, что
в целом ряде случаев культивируемые клетки
сохраняют способность и специфичность ответа
как на детерминантной, так и на экспрессивной
фазах фитоиммунитета. Это позволяет использо-
вать культуры клеток in vitro для исследования
биохимических и молекулярных механизмов
взаимодействия партнеров при патогенезе. Пре-
имуществом культивируемых клеток является
возможность изучения непосредственного влия-
ния метаболитов патогена на клетки растения-хо-
зяина [3, 4].

В последнее время культуры клеток и тканей
растений широко используются как в фундамен-
тальных исследованиях для изучения различных
аспектов биологии растений, так и с целью
практического применения клеточных техноло-

гий в медицине, сельском хозяйстве и промыш-
ленности.

Важной характеристикой для выяснения
эффективности функционирования клеточных
культур является оценка плотности их суспензий,
которая определяется как количество клеток в
единице объема культивируемой суспензии. Наи-
более часто используемыми методами оценки
плотности клеток в суспензии являются методы,
основанные на микроскопировании материала.
Предварительно суспензионную культуру под-
вергают мацерации для получения однородной,
состоящей преимущественно из одиночных кле-
ток суспензии. Время мацерации и температур-
ный режим подбирается для суспензии с учетом
степени агрегированности и физиологического
состояния клеток. Подготовленные клетки счи-
тают под микроскопом в специальных камерах
(камера Горяева или гемоцитометр Фукса-Розен-
таля). Однако существенным недостатком мето-
да является то, что он довольно трудоемкий и
малодостоверен при характеристике высоко аг-
регированных клеточных культур.

Для количественного или полуколичествен-
ного определения плотности суспензии клеток
нельзя полагаться на какой-нибудь один метод,
необходимо привлечение разных методов, позво-
ляющих измерить различные параметры функ-
ционирования клеток.
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Целью данного исследования была разработ-
ка инструментального количественного метода
оценки плотности суспензии культивируемых in
vitro клеток на примере клеток суспензии карто-
феля S. tuberosum. Нами был выбран спектрофо-
тометрический метод определения плотности
суспензии клеток с использованием окрашиваю-
щего агента метиленового синего.

 Материалы и методы исследования

 В работе использовали 4-х дневную суспен-
зию клеток картофеля, условия выращивания
которой описаны в работе [5]. Плотность клеток
суспензии определяли подсчетом клеток под мик-
роскопом в гемоцитометре Фукса-Розенталя пос-
ле мацерации суспензии 20% хромовой кислотой
в течение 15 мин при 60°С как средняя величина
из шести повторностей по формуле: А = Х 1000 / 3,2,
где А – плотность клеток/мл, Х – количество кле-
ток в камере, 3,2 /100 – объем камеры, мл.

В соответствии с разработанной нами мето-
дикой спектрофотометрическое определение
плотности суспензии клеток включало следую-
щие этапы:

1. В суспензии клеток S. tuberosum была
вызвана тотальная гибель клеток путем инку-
бирования суспензии в 10% растворе NaCl в
течение часа.

2. Из суспензии убитых клеток готовили се-
рию разведений, плотность клеток в которых
была оценена микроскопически. Получены сус-
пензии со следующими значениями плотности:
75 000; 37 500; 18 750 ; 9375; 4688; 2344 кл/см3.

3. Полученные суспензии окрашивали путем
добавления 0,1% раствора метиленового синего
в соотношении 5:1 (v/v) и инкубирования с кра-
сителем в течение 5 мин.

4. Окрашенные клетки отмывали от избытка
красителя с помощью вакуумфильтрационной
системы через мембранный фильтр три раза че-
тырехкратным объемом дистиллированной воды.

5. Клетки количественно собирали с мембран-
ного фильтра и краситель экстрагировали этило-
вым спиртом при периодическом перемешивании
в течение 15 мин. Клетки отделяли.

6. В полученных окрашенных спиртовых рас-
творах измеряли адсорбцию света при длине вол-
ны 660 нм.

Опыты воспроизведены дважды, в трехкратной
повторности каждый. Средние арифметические

значения были нанесены на график и через них
методом линейного сглаживания была проведена
калибровочная кривая (мастер диаграмм Micro-
soft Excel, мастер построения линии тренда).

Результаты и обсуждение исследований

Микроскопический подсчет количества кле-
ток в суспензии является длительной и трудоем-
кой процедурой, которая не позволяет получить
достоверных данных при подсчете плотности
сильно-агрегированных суспензионных культур.
Более быстро и достаточно достоверно можно
провести определение плотности суспензии
клеточных культур с применением инструмен-
тального спектрофотометрического метода. Для
этого удобно использовать окрашивание убитых
клеток красителем метиленовым синим.

При кратковременном воздействии раствора
метиленового синего на растительные клетки, у
живых клеток окрашиваются только наружные
слои клеточной стенки, а у погибших краситель
проникает внутрь клетки, окрашивая цитоплаз-
му и ее компоненты (рис. 1) [6].

Спектр поглощения раствора метиленового
синего (рис. 2) имеет 3 максимума поглощения с
длинами волн 220, 290 и 660 нм. По нашему мне-
нию, наиболее удобной областью для измерения
является длина волны 660 нм, так как это позво-
ляет использовать не только спектрофотометры,
но и более простые фотоэлектроколориметры со
стеклянными или пластмассовыми кюветами,
многоканальные колориметры, измеряющие по-
глощение в иммунологических планшетах.

Рис. 1. Клетки S. tuberosum
после окраски метиленовым синим
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После исчерпывающей экстракции метилено-
вого синего этиловым спиртом из суспензий кле-
ток разной плотности измеряли оптическую плот-

ность растворов. По полученным результатам
значений адсорбции света построена калибровоч-
ная кривая (рис. 3).
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Рис. 2. Спектр метиленового синего в 20% растворе уксусной кислоты в этиловом спирте

Рис. 3. Калибровочная кривая плотности суспензии клеток S. tuberosum
по калибровочной кривой при длине волны 660 нм

Образцы двух различных культур клеток
были взяты для пробного тестирования. Для про-
верки метода их плотность предварительно была
оценена микроскопически. При этом для первой
культуры плотность суспензии микроскопически
была определена в 30%, а для второй культуры –
в 75%. Далее плотность суспензий указанных
культур была оценена спектрофотометрически по
вышеописанной методике и результаты измерения

поглощения света были отложены на калибровоч-
ной кривой (первая культура – точка А; вторая –
точка Б). Результаты спектрофотометрического
определения их плотности оказались в хорошем
соответствии с микроскопическим определением.

По результатам наших исследований, было
показано, что спектрофотометрический метод
определения плотности суспензии культуры кле-
ток существенно быстрее микроскопического.
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Разработанный спектрофотометрический
метод определения плотности клеток представ-
ляет собой удобный вариант для скрининговых
исследований.
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Резюме

Суспензиядаңы картоп (Solanum tuberosum) клеткала-
рының тыңыздыңын метилен көк бояуын пайдаланып спек-
трофотометриялық əдiспен анықтау сипатталңан.

Summary

In this article was described the spectrophotometrical
method of density definition of potato Solanum tuberosum
suspension cells with use of dye methylene dark blue.
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НЕФТЕОКИСЛЯЮЩИХ МИКРООРГАНИЗМОВ

Большую опасность для окружающей среды
представляет загрязнение почв нефтью в про-
цессе ее добычи и транспортировки, так как про-
исходит комплексное загрязнение токсичными
углеводородами, буровыми растворами, пласто-
выми засоленными водами и тяжелыми метал-
лами. На трассах трубопроводов зона разруше-
ния может достигать 400 м. На предприятиях
нефтепереработки, нефтехимии и нефтебазах
почва загрязняется на значительную глубину, в
грунтах под почвой могут образовываться лин-
зы нефтепродуктов, которые могут попасть в
грунтовые воды и загрязнить другие смежные
среды. Возникает глобальная проблема загряз-
нения почвы нефтью и нефтепродуктами [1].
Например, в Атырауской области площади
нефтезагрязненных почв составляют 1,3 млн. га,
на отдельных промыслах глубина загрязнения
составляет 10 м [2].

В результате негативного воздействия нефти
на почву происходит ее деградация, ухудшение

свойств, возрастает содержание негидролизуемо-
го остатка, засоление почвы, снижается пороз-
ность, падает содержание илистых частиц [3].
При этом происходит интенсивное затухание
микробиологических процессов, поддерживаю-
щих ее плодородие.

В связи с этим все более актуальной стано-
вится разработка эффективных способов санации
очагов техногенного загрязнения углеводород-
ными соединениями.

Современная практика рекультивационных
работ насчитывает довольно большое разнооб-
разие способов очистки почвы от нефтепродук-
тов, однако полное восстановление биоценоза
обеспечивают технологии, которые имеют сво-
им завершением биоремедиацию. Технология
биоремедиации основана на биодеградации уг-
леводородов нефти под воздействием углеводо-
родокисляющих микроорганизмов, способных
усваивать нефтепродукты в качестве единствен-
ного источника углерода и энергии.


