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Внеклеточные везикулы (ВВ), секретируемые клетками бактерий, в фокусе внимания исследовате-
лей. Они обогащены биоактивными молекулами, опосредуют межклеточную коммуникацию микро-
и макроорганизмов, участвуют в адаптации бактерий к стрессовым условиям, репрограммировании
клеток-мишеней, модуляции иммунореактивности у высших организмов, изменении структуры
микробных сообществ и экосистем. Уникальные свойства бактериальных внеклеточных везикул
(БВВ) открывают широкие перспективы их практического применения – в клинической медицине,
сельском хозяйстве, биотехнологии и экологии в качестве диагностических маркеров, вакцин, но-
вых биопрепаратов и средств их доставки. Однако для реализации практических приложений необ-
ходимо решить ряд проблем. Настоящий обзор сосредоточен на проблеме неоднозначной роли БВВ
в регуляции живых систем, безопасности БВВ и подходам к ее решению, связанным с инновацион-
ными технологиями.

Ключевые слова: внеклеточные везикулы бактерий, медиаторы межклеточной коммуникации, ма-
лые РНК, биобезопасность, инновационные технологии, sMETASeq
DOI: 10.31857/S0555109923020046, EDN: LLCMZT

Внеклеточные мембранные везикулы проду-
цируются клетками микро- и макроорганизмов.
Эти наноструктуры могут транспортировать раз-
нообразные соединения и опосредовать межкле-
точную коммуникацию про- и эукариот [1]. Пер-
вые доказательства существования внеклеточных
везикул у бактерий относятся к 60 гг. 20 в. [2–4]. По-
явление методов высокого разрешения позволило
выявить у бактерий несколько категорий везикул,
отражающих разные пути их формирования и функ-
ции [5–7]. Механизмы биогенеза бактериальных ве-
зикул, а также сортинга (селективной загрузки
биомолекул в везикулы) пока мало исследованы –
основной пул экспериментальных исследований
приходится на определение функций БВВ и раз-
работку способов их практического приложения.
Большинство работ, посвященных БВВ, относит-
ся к поиску и анализу полезных свойств везикул и
попыткам дать им практическое приложение. Ак-
цент предлагаемого обзора сделан на неодно-
значной роли БВВ в регуляции живых систем, их
многоликости (независимо от того, продуциру-
ются они патогенами или комменсалами, в том
числе со статусом пробиотиков), отсутствии ис-

черпывающей информации относительно их со-
держимого и функций и, в связи с этим, нерешен-
ной проблеме оценки их безопасности. В обзоре
обсуждаются новые возможности, которые откры-
вают инновационные омикс-технологии (в частно-
сти, метод sMETASeq) для проведения исследова-
ний молекулярных механизмов взаимодействия
БВВ с клетками эукариот и анализа токсигенно-
сти везикул, актуального для оценки их безопас-
ности.

Функции, связанные со специфичным трафи-
ком и межклеточной коммуникацией, обнаружены
у внеклеточных везикул (ВВ) всех исследованных
классических грамотрицательных и грамположи-
тельных бактерий, а также бактерий, лишенных
клеточной стенки (класс Mollicutes), ассоциирован-
ных с мельчайшими прокариотами. Эти везикулы
представляют значительный интерес как для
фундаментальных исследований, так и практиче-
ских разработок как транспортеры биоактивных
молекул и важные медиаторы в регуляции живых
систем [8].

УДК 579.6
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ВВ, продуцируемые грамотрицательными и
грамположительными бактериями, а также мол-
ликутами, содержат как общие, так и различающи-
еся классы соединений. В БВВ обнаруживаются
токсины, метаболиты, белки, липиды, ДНК, а так-
же РНК и некоторые другие соединения. Основ-
ные различия ВВ соответствующих микроорга-
низмов связаны с отсутствием клеточной стенки
у молликут, а также различиями их структуры у
грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий: наличие/отсутствие соответствующих компо-
нентов отражается на структуре продуцируемых
бактериями везикул, поверхности и содержимом
везикул (рис. 1). История исследования внекле-
точных везикул у грамотрицательных бактерий
составляет несколько десятилетий, а грамполо-
жительных – много меньше [1]. Внеклеточные
везикулы у представителей класса Mollicutes – ли-
шенных клеточной стенки бактерий, ассоцииро-
ванных с мельчайшими прокариотами, способны-
ми к самостоятельному воспроизведению, были
изолированы и охарактеризованы относительно
недавно и лишь у немногих видов [9–11]. В отли-
чие от L-форм бактерий, молликуты не имеют ге-
нетической основы для синтеза клеточной стенки
[12], так что сравнивать эти бактерии можно в из-
вестных пределах. Однако сравнение секретируе-

мых ими везикул, представляет значительный инте-
рес, так как у везикул L-форм бактерий могут ока-
заться уникальные, не описанные ранее свойства.
Пока внеклеточные везикулы L-форм бактерий
не исследованы, очевидно, что этот пробел в зна-
ниях должен быть заполнен в ближайшем буду-
щем.

Изменения условий окружающей среды, в том
числе дефицит питательных веществ, окислитель-
ный стресс, ультрафиолетовое излучение, измене-
ния температуры, рН, осмотического давления,
влажности, селективное давление антимикробных
препаратов, развитие вирусной инфекции и акти-
вация иммунореактивности вызывают у бактерий
повышение уровня везикуляции и изменение
спектра соединений в содержимом везикул
[1, 13–15]. Принципиально важным является то,
что в везикулах бактерий всех исследованных групп
независимо от условий среды обнаруживаются ма-
лые некодирующие РНК – биомолекулы, с которы-
ми связывают регуляторные функции БВВ [16].

Взаимодействие секретируемых транскриптов
бактерий с геномом эукариот является сегодня
важнейшим направлением исследований меха-
низмов регуляции микробных сообществ и фор-
мирования системы “паразит – хозяин”. Особое

Рис. 1. Принципиальная схема структуры внеклеточных везикул бактерий: I – ВВ грамотрицательных бактерий (OM-
Vs, Outer Membrane Vesicles); II – ВВ грамположительных бактерий (CMVs, Cytoplasmic Membrane Vesicles); III – ВВ
молликут (EVs, Extracellular Vesicles).
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место в этом направлении занимают малые РНК,
которые секретируются во внешнюю среду в со-
ставе БВВ [16]. Обогащенность малыми РНК –
общее свойство БВВ [17–19].

У бактерий большинство малых РНК имеют
длину от 50 до 250 нуклеотидов и, как и малые РНК
эукариот (siRNA), они играют регуляторную роль
в экспрессии генов на посттранскрипционном
уровне [20]. Бактерии экспрессируют два типа
малых РНК, которые также обнаруживаются у
высших организмов, в том числе у человека: (1)
РНК, которые картируются на последовательно-
сти консервативных молекул – тРНК (tRNA-de-
rived fragments, tRFs) [21], и (2) Y RNAs [22]. Эти
молекулы регулируют адаптацию бактерий к
стрессорам и реализацию вирулентности [23]. В
ряде работ [17, 24], в том числе в исследованиях
авторов [25], на модели фибробластов кожи чело-
века и Acholeplasma laidlawii (широко распростра-
ненной в природе бесстеночной бактерии, встре-
чающейся у человека, животных, растений и яв-
ляющейся основным контаминантом клеточных
культур), было показано, что малые РНК, гомоло-
гичные последовательностям тРНКМет, способные
подавлять трансляцию у эукариот, входят в состав
содержимого БВВ. Интернализация БВВ, транс-
портирующих такие молекулы, сопровождается
изменением экспрессии генов, кодирующих бел-
ки разных функциональных групп, и модуляцией
иммунореактивности эукариотических клеток-
мишеней. В зависимости от вида бактерий, про-
дуцирующих ВВ, и типа клеток-мишеней у по-
следних регистрируется активация сигнальных
систем, связанных в том числе с усилением или
подавлением иммунного ответа [17, 26]. Особые
свойства и высокий уровень присутствия малых
РНК в везикулах бактерий вносят существенный
вклад в статус БВВ как важных медиаторов в регу-
ляции межклеточных взаимодействий и делают
их основными кандидатами в диагностические
маркеры для оценки физиологических состояний
и патологических процессов [18].

Между тем наличие малых РНК в пуле везикул
бактерии не означает, что все везикулы, продуциру-
емые клетками бактерии, содержат малые РНК.
Внеклеточные везикулы, продуцируемые бакте-
риальной клеткой, гетерогенны. Они различают-
ся по размерам, содержимому, в том числе РНК,
образуют субпопуляции. Такие данные были по-
лучены в работе [27], а также в исследованиях ав-
торов [25] (рис. 2). Поскольку разные методы
микроскопии обладают как достоинствами, так и
недостатками, для исследования везикул рекомен-
дуется использовать разные варианты микроско-
пии. Ультраструктуру везикул (в том числе наличие
у них мембраны) можно исследовать с помощью
трансмиссивной электронной микроскопии, но
такие объекты будут “плоскими”. Сканирующая
электронная микроскопия позволяет визуализи-

ровать везикулы объемно, но не позволяет уви-
деть ультраструктуру и т.д. Полученные авторами
обзора изображения свидетельствуют о том, что
везикулы Acholeplasma laidlawii подобны внеклеточ-
ным везикулам, продуцируемым другими бактери-
ями. Они окружены мембраной (рис. 2а), являются
сферическими структурами (рис. 2б), имеют диа-
метр менее 300 нм (как видно на 2а, 2б), содержат
ДНК и РНК (рис. 2г, 2ж, 2и, 2к), способны про-
никать в клетки других бактерий и эукариот (рис. 2г,
2д, 2и, 2к). О проникновении внеклеточных везикул
A. laidlawii в клетки Lactiplantibacillus plantarum свиде-
тельствует проникновение красителей Hoechst
33342 и акридинового оранжевого, присутство-
вавших только внутри везикул микоплазмы. Не все
везикулы, продуцируемые клетками A. laidlawii в
конкретных условиях, содержат РНК (рис. 2е, 2ж,
2з – флуоресценция акридинового оранжевого
регистрируется не во всех сферических структу-
рах, окрашенных DiI). Различия в содержимом
везикул разных субпопуляций позволяет предполо-
жить и различный функциональный потенциал со-
ответствующих структур [28]. Однако подходы для
дифференциального выделения субпопуляций ве-
зикул, в том числе содержащих/не содержащих ма-
лые РНК, пока не разработаны, что не позволяет
исследовать функции разных субпопуляций вези-
кул в межклеточной коммуникации и оценивать
их с точки зрения безопасности.

Бактериальные везикулы опосредуют взаимо-
действия в микробных сообществах. БВВ, по-ви-
димому, важны для жизни биосистем. Некоторые
исследователи считают внеклеточные везикулы
ключевыми регуляторами межклеточной комму-
никации [1], в том числе в связи с практически
отсутствием межвидовых барьеров между проду-
центом везикул и таргетными клетками, которые
бы затрудняли их опосредованное везикулами вза-
имодействие; а также стабильностью везикул, спо-
собностью их к длительной циркуляции; обогащен-
ностью биоактивными молекулами, участвующими
в модуляции сигнальных систем клеток, регуляции
экспрессии генов и др. Кроме того, к настоящему
времени не получено жизнеспособных организ-
мов (про- и эукариот), у которых было бы полно-
стью нарушено образование внеклеточных вези-
кул, в отличие от мутантов по другим сигнальным
и регуляторным путям. Это может указывать на
особую значимость внеклеточных везикул для
микроорганизмов, их взаимодействия в микроб-
ных сообществах и с клетками эукариот. Вместе с
тем, межклеточные взаимодействия, как известно,
координируют не только внеклеточные везикулы.
Описаны и другие агенты химической коммуника-
ции, включая гормоны, цитокины, производные
жирных кислот, оксид азота и др. И, хотя наряду с
классическими путями секреции, например, гор-
монов и цитокинов, обнаружены способы секре-
ции этих молекул и с помощью внеклеточных ве-
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зикул, определение “медиаторы межклеточной
коммуникации” можно считать корректным от-
ражением важных функций этих структур.

БВВ обеспечивают коммуникацию бактери-
альных клеток, конкуренцию и взаимопомощь,
модуляцию клеточных процессов и стресс-устой-
чивость [29]. Опосредуемый везикулами латераль-
ный перенос биоактивных молекул определяет воз-
можность оперативного репрограммирования кле-
ток-мишеней и адаптации микроорганизмов к
неблагоприятным условиям среды [23]. БВВ транс-
портируют соединения, актуальные для выживания
как отдельных организмов, так и микробного сооб-
щества в целом. В числе таких соединений – детер-
минанты устойчивости к антибиотикам, молекулы
для формирования биопленок и чувства кворума, а
также факторы вирулентности [30–32]. Присут-
ствие этих молекул и реализация соответствую-
щих функций обнаружены у ВВ, продуцируемых
как патогенами, так и комменсалами [33, 34]. По-
казано, что в условиях селективного давления ан-
тимикробных препаратов БВВ, продуцируемые
клетками антибиотикоустойчивых штаммов, мо-
гут осуществлять горизонтальный перенос генов
и ферментов, обеспечивающих развитие рези-
стентности к антибиотикам у чувствительных к
ним бактерий. При этом в сложных ассоциатах
комменсалы и патогены оказывают взаимопомощь
посредством везикул. Так, БВВ Staphylococcus aureus
и Haemophilus influenza в условиях селективного дав-
ления ампициллина и амоксициллина способны
передавать β-лактамазу Staphylococcus epidermis,
Escherichia coli, Salmonella enterica и стрептокок-
кам группы А, обеспечивая появление антибио-
тикоустойчивости у соответствующих бактерий и
их выживание в микробном сообществе [35, 36].
Полученные в исследованиях авторов результаты
[37], свидетельствующие об экспрессии гена β-лак-
тамазы, а также секреции соответствующего фер-
мента в составе ВВ у A. laidlawii, индифферентной
к лактамам бактерии, ассоциированной с мель-
чайшими прокариотами, могут указывать на фун-
даментальный характер феномена бактериально-
го взаимодействия, опосредуемого БВВ.

В составе ВВ ряда бактерий выявлены компо-
ненты для формирования биопленки (щелочная

протеаза, PrpL и CdrA), молекулы quorum-sensing
(хинолины и лактоны), ферменты для деградации
антибиотиков и факторы вирулентности (щелочная
фосфатаза, фосфолипаза С, липаза и сериновая
протеаза и др.), необходимые для координации и
выживания микробного сообщества [38–40]. Бак-
териальные токсины, в том числе Antrax Toxin и
холероген, тоже обнаруживаются в составе ВВ
Bacillus anthracis и Vibrio cholerae соответственно
[41, 42]. Подобные соединения, наряду с регуля-
торными РНК, могут не только обеспечивать за-
щиту микробного сообщества от конкурентов, но
в условиях селективного давления стрессоров
способствовать изменению состава микробных
сообществ и эволюции вирулентности микроор-
ганизмов (появлению вирулентности у безвред-
ных микробов окружающей среды, комменсалов,
симбионтов, а также изменению степени вирулент-
ности у патогенов) и развитию патологических про-
цессов в биосистемах [43–45]. Для оперативной де-
текции подобных событий нужны эффективные
диагностикумы. Перспективы создания эффек-
тивных инструментов для мониторинга структуры
и функций микробных сообществ, оценки физио-
логических состояний и патологических процес-
сов в биосистемах сегодня связывают с малыми
РНК, в том числе в составе БВВ [46]. Особенности
нуклеотидных последовательностей малых РНК, в
том числе консервативных фрагментов тРНК, явля-
ющихся важной частью регуляторных РНК микро-
организмов, отражают таксономическую принад-
лежность их обладателей [47]. Сиквенс малых
РНК исследуемых образцов позволяет опреде-
лять структуру микробного сообщества, как и ме-
тагеномный анализ, основанный на сиквенсе
ДНК, в том числе выделенной из ВВ сложных
многокомпонентных систем (кровь, моча, содер-
жимое кишечника, вода естественных водоемов и
т.д.). Важным преимуществом метагеномного ана-
лиза, основанного на сиквенсе РНК, является то,
что он позволяет идентифицировать в исследуе-
мых образцах только живые активные микроор-
ганизмы [48].

Бактериальные везикулы опосредуют взаимо-
действие клеток бактерий и хозяина. К настояще-
му времени опубликовано немало сообщений,
свидетельствующих, что БВВ кишечной микробио-

Рис. 2. Внеклеточные везикулы, продуцируемые бактериями в аксеничной (а, е–з), а также смешанной культурах (б),
и взаимодействие их с клетками прокариот (в–д) и эукариот (и, к). Изображения получены с помощью ТЭМ (а), СЭМ
(б), световой (в) и флуоресцентной микроскопии (г, д), конфокальной лазерной сканирующей микроскопии (е–к): а – ак-
сеничная культура Acholeplasma laidlawii; б – везикулы, выделенные из смешанной культуры A. laidlawii + Bacillus pum-
ilus; в–д – клетки Lactiplantibacillus plantarum, инкубированные с везикулами A. laidlawii, окрашенными красителями
Hoechst 33342 (г) и акридиновым оранжевым (д); е–з – везикулы, выделенные из аксеничной культуры A. laidlawii; к – фиб-
робласты кожи человека, инкубированные с везикулами A. laidlawii, окрашенными красителем DiI и акридиновым
оранжевым, для визуализации мембраны и РНК соответственно (ядра клеток окрашены DAPI, F-актин – с помощью
антител, конъюгированных с Alexa Fluor 488). Стрелками указаны везикулы бактерий. Везикулы, продуцируемые
клетками A. laidlawii, проникают в клетки L. plantarum (г, д) и человека (и, к). БВВ, содержащие РНК, визуализируются
в цитозоле (и) и ядре (к) фибробластов. Масштабный отрезок соответствует 500 нм. (Представленные микрографии
получены авторами обзора).
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ты способны преодолевать эпителиальный барьер
кишечника, проникать в кровоток, лимфатиче-
скую систему и оказывать влияние на разные ор-
ганы и системы высших организмов [49–51]. Это
свойство БВВ может усиливаться в случае “текуче-
сти кишечника”, ассоциированной с нарушением
структуры кишечной микробиоты организма. В мо-
дельных исследованиях получены данные, указы-
вающие на способность БВВ преодолевать гемато-
энцефалический барьер, инфицировать иммуноци-
ты [52, 53], изменять экспрессию многих генов, в
том числе регуляторов иммуно- и нейрореактив-
ности, модулировать нормальные и патологиче-
ские процессы у высших организмов. Однако мо-
лекулярные механизмы взаимодействия БВВ с
клетками хозяина еще не вполне ясны. Считается,
что основным механизмом модуляции, опосредо-
ванной БВВ, является эпигенетическая модифи-
кация, ассоциированная с действием малых РНК
и метилаз, транспортируемых везикулами [54]. В
этой связи внимание исследователей к роли вези-
кул в живых системах сосредоточено на малых
РНК как важных модуляторах сигнальных систем

эукариотических клеток, регуляторах экспрессии
белков взаимодействующих организмов. Вместе с
тем очевидно, что липиды и белки БВВ могут то-
же вносить существенный вклад в процессы взаи-
модействия. Многофункциональность БВВ, свя-
занная с их обогащенностью разнообразными
биомолекулами, определяет возможность реали-
зации различных сценариев взаимодействия с эу-
кариотической клеткой и его результата. К насто-
ящему времени описано три способа взаимодей-
ствия БВВ с клетками высших эукариот [55], из
которых два связаны с непосредственной интер-
нализацией везикул, а один с рецепторно-опо-
средованным путем (рис. 3).

БВВ несут набор молекул, известных как мик-
роб-ассоциированные молекулярные паттерны
(MAMPs, Microbe-Associated Molecular Patterns),
которые распознаются специфическими рецеп-
торами, экспрессируемыми эпителиальными и
иммунными клетками хозяина. Эти рецепторы
(TLRs, RLRs, NLRs) – базовые элементы врож-
денного иммунитета, определяют активацию сиг-
нальных систем, связанных с иммунореактивно-

Рис. 3. Основные пути интернализации внеклеточных везикул бактерий и эффекты в отношении клеток эукариот.
NLRs – NOD-подобные рецепторы, RLRs – RIG-I-подобные рецепторы, TLRs – Toll-подобные рецепторы, сенсоры
врожденного иммунитета, которые узнают структуры, характерные для микробов (MAMPs), поврежденных клеток
(DAMPs, Damage-Associated Molecular Patterns) или нуклеиновых кислот на клеточной поверхности, в эндолизосомах
или цитоплазме.
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стью хозяина [56, 57]. Все пути взаимодействия
БВВ с эукариотической клеткой запускают сиг-
нальные системы, обусловливающие активацию
про- и антивоспалительных реакций хозяина, но
баланс в значительной мере определяется соста-
вом везикул наиболее представленной субпопу-
ляции. Итог зависит от содержимого БВВ, в том
числе паттерна малых РНК, способных регулиро-
вать экспрессию генов на посттранскрипцион-
ном уровне. В зависимости от вида бактерии, а
также способа формирования БВВ могут содер-
жать липополисахариды с известной функцией
мощного неспецифичного индуктора инфламма-
сомы, а также варианты наборов малых РНК и
белков, определяющих модуляцию иммунореак-
тивности. При этом БВВ и патогенов и комменса-
лов могут вызывать однонаправленные эффекты.
Активация иммунной системы, нацеленная на
удаление носителей чужеродных антигенов, обу-
словливает также развитие воспалительных реак-
ций, а угнетение иммунной системы, направлен-
ное на подавление воспалительных процессов,
может обеспечивать персистенцию инфекцион-
ного агента. Способность индуцировать про- или
антивоспалительные медиаторы в этом случае не
может быть маркером негативного или позитивно-
го потенциала и, соответственно, свидетельством
вирулентности или, напротив, безопасности БВВ.
Для анализа безопасности БВВ нужны биомарке-
ры, позволяющие оценивать как потенциал виру-
лентности БВВ, выраженный в профиле везику-
лярного вирулома, ассоциированного с факторами
бактериальной вирулентности соединений, в том
числе белков и малых РНК, так и его актуализацию,
выраженную в ответных реакциях реципиента, в
том числе профиле транскриптов. Считается, что
сегодня такими маркерами могут быть малые
РНК [58]. Эти молекулы, способные к интерфе-
ренции с транскриптами про- и эукариотических
клеток, могут изменять экспрессию соответству-
ющих генов, и, таким образом, модулировать ме-
таболизм клеток-мишеней [17]. В этой связи ана-
лиз профиля всего пула малых РНК ВВ и/или
клеток взаимодействующих организмов в исследуе-
мых образцах позволяет оценить как потенциал ви-
рулентности конкретного микроба (на основе вези-
кулярного паттерна малых РНК), так и реализацию
этого потенциала на основе паттерна малых РНК
реципиента, отражающего ответные реакции [47].
Применение такого алгоритма представляется
актуальным как для фундаментальных исследо-
ваний функций БВВ, так и практических прило-
жений соответствующих структур.

Проблемы и перспективы практического ис-
пользования БВВ. Исчерпывающих преставлений
о структуре, составе и функциях, а главное, без-
опасности БВВ пока нет ни для одного бактери-
ального вида или штамма. Однако уникальные
способности БВВ модулировать защитные и па-

тогенные процессы у микро- и макроорганизмов
уже сегодня стремятся направить в практическое
русло. Активность исследований в этом направле-
нии отражена на рис. 4, где суммированы данные по
зарегистрированным на настоящий момент пре-
клиническим испытаниям инструментов, осно-
ванных на БВВ. Помимо этого, в последнее время
обсуждаются возможности использования БВВ
комменсалов, имеющих статус пробиотических
бактерий, в качестве постбиотиков нового типа
[59].

Способность БВВ преодолевать эпителиаль-
ные, эндотелиальные и гематоэнцефалические
барьеры представляется перспективной для тар-
гетной терапии онкологических заболеваний, ря-
да психических расстройств, персистентных ин-
фекций [52]. Например, бактериальные везикулы
предлагается использовать для лечения язвы, ас-
социированной с Helicobacter pylori [60]. Природ-
ные свойства БВВ транспортировать соединения
открывают перспективы использования везикул
в качестве средства доставки лекарственных пре-
паратов, а также носителей антигенов, индуциру-
ющих активацию иммунной системы. В этой связи
бактериальные наноструктуры привлекают боль-
шое внимание как принципиально новый потен-
циально эффективный биотехнологический ин-
струмент для лечения онкологических заболева-
ний.

В результате использования нативных свойств
БВВ и инжиниринга получены наноструктуры,

Рис. 4. Основные направления практических прило-
жений БВВ для биомедицины. Схема построена на
основе анализа опубликованных данных [8] и отра-
жает относительное количество работ в соответству-
ющих направлениях.
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которые могут накапливаться в опухоли, активиро-
вать таргетный иммунный ответ и способствовать
эффективному уничтожению опухоли [61–63]. Не-
давно были опубликованы сенсационные резуль-
таты, свидетельствующие о том, что введение мо-
дельным животным нативных ВВ, полученных от
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica и Lactobacil-
lus acidophilus, приводит к стимуляции экспрессии
генов-супрессоров опухолей и активации проти-
воопухолевых иммунных реакций в опухолевых
тканях [64]. Эти результаты способствовали взрыву
интереса к везикулам комменсалов и интенсифи-
кации работ в этом новом направлении [65, 66].
Однако очевидно, что для внедрения БВВ в клини-
ку потребуется преодолеть серьезные препятствия,
связанные с детальным анализом везикулярного
содержимого и оценкой безопасности везикул.

Значительное внимание исследователей на-
правлено также на использование вакцинного, в
том числе адьювантного, потенциала БВВ. Учи-
тывая то, что надежная вакцина должна содер-
жать не только целевые антигены, но и несколько
патоген-ассоциированных молекулярных паттер-
нов (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns),
БВВ могут полностью отвечать этим критериям и,
по мнению ряда исследователей, стать эффектив-
ной основой для вакцин [61, 67]. Способность
БВВ патогенов индуцировать эффективный им-
мунный ответ, обеспечивающий защиту от инфек-
ции, был продемонстрирован в ряде исследова-
ний [68, 69]. Основанные на БВВ вакцины против
Neisseria meningitidis, H. pylori, Salmonella typhimuri-
um, Vibrio cholerae и Shigella flexneri показали свою
эффективность на животных моделях [68, 69].
Однако практическое распространение пока по-
лучила только вакцина против менингита. Осно-
ванная на БВВ N. meningitidis (серотип B) вакцина
используется сегодня в разных регионах мира,
она одобрена регуляторами Кубы, Новой Зелан-
дии, Европы и США [70, 71]. Помимо паттерна
неспецифичных антигенов, ВВ N. meningitidis не-
сут целевые антигены и, соответственно, являют-
ся как специфичными триггерами иммунного от-
вета, так и адъювантами [72]. В качестве целевых
антигенов используют PorA. Поскольку структу-
ра PorA у штаммов N. meningitidis варьирует, вак-
цина с использованием соответствующего анти-
гена является штамм-специфичной, что ограни-
чивает ее эффективность в случае эпидемии,
вызванной другим штаммом или штаммами. Для
преодоления этой проблемы на основе везикул
биоинженерных штаммов N. meningitidis созданы
вакцины, содержащие поливалентные PorA [73].

Для усиления антигенных свойств, индуциру-
ющих адаптивный и естественный иммунитет, а
также для снижения токсигенности БВВ подвер-
гают модификации. Различные варианты успеш-
ного инжиниринга везикул, модулирующего их
характеристики [61], широко представлены в пуб-

ликациях [8]. Большие надежды возлагают на ис-
пользование наночастиц для покрытия везикул,
обеспечивающих снижение негативных эффектов и
усиление нужных свойств [74]. Предлагаются вари-
анты БВВ, покрытых наночастицами золота (BM-
AuNPs), наночастицами бычьего сывороточного
альбумина (BN-EV), а также нагруженных нано-
частицами (NP-EV), являющихся более стабиль-
ными и более сильными иммуностимуляторами,
чем нативные бактериальные везикулы [75, 76].
Возможность связывания бактериофагов с липо-
полисахаридами БВВ из-за структурного родства
поверхности везикул и исходных бактерий и по-
следующей нейтрализации везикул, снижающей,
соответственно их клиническую ценность, пред-
лагается преодолевать тоже с помощью новых
конструкций и модификаций везикулярной по-
верхности. Например, предлагается применение
полиэтиленгликоля или ингибиторов системы ком-
племента для покрытия везикулярной поверхности,
а также использование гибридных мембран для
покрытия везикул [77, 78].

Предполагается, что наличие природных адге-
зинов на поверхности БВВ может быть полезным
для антиадгезионной терапии патогенов. Вслед-
ствие конкуренции БВВ и клеток патогенов за
лиганды клеток хозяина клетки патогенов в зна-
чительной мере остаются несвязанными с мише-
нями и, соответственно, легко распознаются им-
мунной системой. Практическое подтверждение
этому уже есть. Возможность успешной блокады
адгезии H. pylori к эпителиальным клеткам желуд-
ка с помощью ВВ H. pylori была продемонстриро-
вана в работе [79]. Между тем, адгезины БВВ могут
запускать опасный каскад сигнальных путей у
высших организмов [80], приводящих к серьезным
патологиям в долгосрочной перспективе. Более
того, помимо адгезинов, как уже отмечалось, БВВ
несут многие другие биоактивные молекулы, на-
бор которых меняется в зависимости от условий
среды. При этом выявить полный спектр соеди-
нений в составе БВВ пока не удается [42], что
ограничивает возможности исследований репер-
туара функций и оценки безопасности этих нано-
структур.

Развитие омикс-технологий определило прин-
ципиальные возможности проведения анализа со-
держимого везикул. Однако существующие про-
блемы препаративного выделения и очистки БВВ
[8], а также некоторые ограничения методов муль-
ти омикс-профилирования препятствуют полу-
чению точных данных [81]. Информация о пол-
ном спектре соединений в составе везикул и зако-
номерностях его изменений в разных условиях
среды отсутствует даже для классических, хорошо
исследованных бактерий [82]. Более того, алго-
ритмы исследований функций и вирулентности
везикул остаются пока нестандартизированными,
что существенно затрудняет сравнение данных, по-
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лученных разными исследовательскими коллек-
тивами, и проведение анализа безопасности БВВ
[83]. Кроме того, в популяциях ВВ, секретируе-
мых бактериальными штаммами, как уже отмеча-
лось, обнаруживаются субпопуляции везикул,
которые различаются в отношении размера и со-
става содержимого везикул. Специфичные моле-
кулярные маркеры для дифференциальной де-
текции субпопуляций ВВ пока не описаны ни для
одного вида бактерий, что не позволяет исследо-
вать динамику, состав и функции соответствую-
щих наноструктур в разных условиях среды. Все
опубликованные к настоящему времени данные –
результаты исследований тотальных пулов БВВ,
выделенных из сложных ассоциатов биосистем
или аксеничных культур патогенных бактерий и
комменсалов. Наконец, малые РНК БВВ отража-
ют еще один уровень сложности в динамичном
взаимодействии хозяин-патоген и рассматрива-
ются сегодня наряду с белками как важный класс
факторов вирулентности грамположительных и
грамотрицательных бактерий [23]. Полученные
данные указывают на то, что miRNA-подобная
регуляция экспрессии ключевых сенсоров и регу-
ляторов иммунитета, обнаруженная при исследо-
вании взаимодействия БВВ с эукариотическими
клетками, является общим механизмом взаимо-
действия бактерий с клетками высших организ-
мов, обусловливающим патогенез или симбиоз
[27, 58]. В этой связи профиль малых РНК в составе
везикул и ответные реакции эукариотических кле-
ток, ассоциированные с модуляцией транскрип-
томного профиля, должны быть в фокусе внимания
исследователей функций везикул, анализа их ток-
сигенности и, соответственно биобезопасности.

Нерешенная проблема безопасности БВВ в
значительной мере компрометирует идею их кли-
нического приложения. В этой связи ряд исследо-
вателей предлагает использовать для практических
целей везикулы, продуцируемые комменсалами,
которые имеют статус пробиотиков, как потен-
циально безопасные БВВ. Однако, поскольку все
вышеуказанные проблемы также характерны и
для ВВ пробиотиков, а проведение оценки без-
опасности самих пробиотических бактерий до сих
пор не стандартизировано [84], подобный подход
не представляется приемлемым.

Пока единственным безопасным практиче-
ским приложением БВВ может быть использова-
ние их в качестве диагностических маркеров [85].
Определение структуры микробиоты у человека
на основании данных сиквенса ДНК, выделен-
ной из БВВ биофлюидов, уже получило распро-
странение в клинической практике [86]. Обога-
щенность БВВ малыми РНК открывает новые ди-
агностические перспективы БВВ, в том числе
возможность детекции изменений физиологиче-
ских процессов у отдельных микроорганизмов и в
микробных сообществах, модуляции структуры и

функций микробиоты человека, животных, рас-
тений, а также почвы, водных систем и регистра-
ции сукцессии на основе сиквенса малых РНК в
исследуемых образцах [47]. Технологии, которые
позволяют этой возможности реализоваться в
ближайшем времени, уже появились.

Новые технологии для практического приложе-
ния и оценки безопасности БВВ. Для оценки при-
сутствия микробов в образцах сегодня используют
два основных варианта геномных технологий –
ДНК-сиквенс отдельных маркерных генов или их
фрагментов, например, вариабельных областей
16S рРНК (16S рДНК-seq) [87], либо ДНК-си-
квенс по методу дробовика (shotgun DNA-seq). К
сожалению, оба варианта не позволяют оценить
жизнеспособность, а также активность иденти-
фицированных микроорганизмов, определить
актуальные метаболические пути и оценить изме-
нения биохимических процессов в микробных
сообществах и биосистемах в ответ на стимул.
Инновационный метод, основанный на глобаль-
ном секвенировании малых РНК в исследуемых
образцах – sMETASeq (small RNA Metagenomics by
Sequencing) [47] открывает возможность решения
таких задач. При исследовании одного образца он
позволяет проводить количественную и качествен-
ную оценку всего пула малых РНК, представленных
в образце, и на основании сиквенсов РНК опреде-
лять структуру микробного сообщества. В отли-
чие от метагеномных методов, основанных на
ДНК, sMETASeq позволяет: 1) получать инфор-
мацию о составе живых активных организмов, а
также происходящих в их клетках транскрипци-
онных процессах; 2) исследовать взаимосвязь
между малыми РНК организма хозяина и мик-
робным составом, а также между структурой мик-
робного сообщества и пулом малых РНК микро-
бов и организма хозяина; наконец, (3) определять
ответные реакции организма на конкретные сти-
мулы, микроорганизмы или их компоненты.

Этот метод может использоваться для анализа
различных типов образцов от биоптатов тканей
до биофлюидов. Поскольку мишенью sMETASeq
являются небольшие РНК (<50 нуклеотидов), то
даже деградированные молекулы РНК в образце
оказываются ценными для идентификации мик-
робов в образце. Впрочем, локализация малых
РНК в везикулах (как и связь с некоторыми бел-
ками) в значительной мере защищает эти молеку-
лы от деградации [47, 88].

Обогащенность БВВ малыми РНК и стабиль-
ность этих молекул в составе везикул позволяет
использовать их в качестве диагностических мар-
керов для оценки динамического равновесия
процессов в живых системах, прогрессивных/ре-
грессивных изменений экосистем, развития забо-
леваний у высших организмов и эффективности
лечения [18, 47]. Применение sMETASeq для гло-
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бального секвенирования малых РНК внеклеточ-
ных везикул, продуцируемых клетками микро- и
макроорганизмов в сложных ассоциатах, и появ-
ление новых биоинформатических инструментов
для анализа нуклеотидных последовательностей
могут определить прорывные решения проблем
мониторинга биосистем, разработки экспресс-
теста изменений в экосистемах при селективном
давлении биотических и абиотических стрессо-
ров.

Первые работы в этом направлении уже по-
явились. Недавно стартовал международный
проект “AQUACOSM VIMS-Ehux” по изучению
динамики внеклеточных везикул микроорганиз-
мов в природных водных системах и определению
факторов, влияющих на профиль везикул в окру-
жающей среде [19]. Эти исследования основаны
на анализе малых РНК БВВ. Они направлены на
создание моделей распределения и функций БВВ
в водной среде, актуальных для экологического и
биогеохимического понимания изменения при-
родных экосистем, и разработку эффективной
системы реагирования. Наличие малых РНК в
выделенных из морской воды везикулах микро-
бов позволило авторам оценить интерференци-
онный потенциал соответствующих молекул при
действии разных факторов, а также определить
таксономический профиль обитателей среды и,
соответственно, охарактеризовать структуру и
функции микробиоты. В рамках этой работы
международной команды исследователей были
получены уникальные данные, подтверждающие
многоликость БВВ, неоднозначность роли везикул
микроорганизмов в регуляции биосистем [19]. Ав-
торы продемонстрировали, что вне селективного
давления неблагоприятных факторов внеклеточ-
ные везикулы микроорганизмов водных экосистем
благотворно влияют на физиологию клеток-проду-
центов и способствуют стабильности микробиоты
водной среды. Однако в условиях селективного дав-
ления биотических и/или абиотических стрессо-
ров, индуцирующих развитие вирусной инфекции,
везикулы, напротив, благоприятствуют инфек-
ционному процессу, способствуют распростране-
нию инфекционного агента и глобальному изме-
нению микробиома экосистемы. Эти результаты
подчеркивают многогранность БВВ и необходи-
мость сосредоточения усилий фундаментальной
и прикладной науки на поиске решения пробле-
мы, связанной с оценкой их безопасности. Разви-
тие подходов, основанных на использовании ин-
новационной технологии sMETASeq для модель-
ных систем in cellulo и in vivo, может определить
прогресс в решении проблемы оценки безопас-
ности БВВ, нацеленных на практическое прило-
жение. Оптимальным базовым модельным орга-
низмом для проведения таких работ является
Caenorhabditis elegans [89, 90], так как алгоритм
оценки влияния БВВ в отношении этого организ-

ма уже разработан [91]. Относительная доступ-
ность соответствующего подхода позволяет наде-
яться на внедрение его в практику в самом бли-
жайшем будущем.

***
БВВ транспортируют соединения широкого

спектра и опосредуют межклеточную коммуни-
кацию как внутри царства прокариот, так и между
царствами прокариот и эукариот. Очевидно, что
исследование этих наноструктур весьма актуаль-
но как для понимания механизмов выживания
отдельных бактерий и сложных микробных сооб-
ществ в разных условиях среды, так и способов
взаимодействия микро- и макроорганизмов, опре-
деляющих взаимную выгоду или фатальный исход,
трансформацию комменсалов в патогены и разви-
тие патологических процессов, а также для разра-
ботки мониторинга микробиоты экосистем и со-
здания системы контроля появления новых патоге-
нов, эмерджентных инфекций. Способность БВВ
обеспечивать быструю адаптацию бактерий к не-
благоприятным условиям, в том числе антимик-
робным препаратам, а также уничтожение бакте-
рий-конкурентов открывает перспективы исполь-
зования этих наноструктур для решения проблемы
антибиотикоустойчивости. Способность БВВ пре-
одолевать эпителиальные, эндотелиальные и ге-
матоэнцефалические барьеры, вызывать эпиге-
нетическую модификацию и иммунную модуля-
цию открывает перспективы применения их в
таргетной терапии инфекционных и неифекци-
онных, в том числе онкологических заболеваний,
в качестве лекарств и средств их доставки, а также
вакцин. Однако для реализации этих практиче-
ских приложений еще предстоит решить пробле-
мы, связанные со стандартизацией выделения и
очистки БВВ, анализа их структуры и функций,
наконец, оценки безопасности in vitro, in cellulo,
in vivo.

Преодоление соответствующих проблем по-
требует объединения усилий представителей как
фундаментальной, так и прикладной науки. Ре-
зультаты этих усилий могут определить прорыв-
ные решения в медицине, сельском хозяйстве,
биотехнологии, фармакологии, а также экологии
и открыть новые научные направления. Вместе с
тем, безопасным и доступным практическим при-
ложением уже сегодня может быть использование
БВВ в качестве диагностических маркеров моду-
ляции физиологических процессов у высших эу-
кариот и динамических сдвигов в экосистемах.
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*e-mail: muzaleksei@mail.ru

Extracellular vesicles, secreted by bacterial cells, are the focus of close attention of researchers. They are en-
riched with bioactive molecules, mediate the intercellular communication of micro- and macroorganisms,
participate in the adaptation of bacteria to stressful conditions, reprogramming target cells, modulating im-
munoreactivity in higher organisms, changing the structure of microbial communities and ecosystems. The
unique properties of bacterial extracellular vesicles (BEVs) open up broad prospects for their practical appli-
cation – in clinical medicine, agriculture, biotechnology and ecology as diagnostic markers, vaccines, new
biological products and means of their delivery. However, to implement the practical applications, a number
of problems need to be solved. This review focuses on the ambiguous role of BEVs in the regulation of living
systems, the problem of assessing the safety of BEVs and approaches to its solution related to innovative tech-
nologies.
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Цель обзора – обобщение и анализ информации о молекулярно-генетических основах и методах
исследования пробиотической активности грибов класса Saccharomycetes, механизмах их физиоло-
гического действия и применении в биотехнологии. В настоящее время эффективность Saccharomy-
ces boulardii при лечении и для профилактики диарей различной этиологии, рецидивов инфекции
Clostridium difficile, побочных эффектов терапии инфекции Helicobacter pylori установлена с высоким
уровнем доказательности. Генетические, цитологические, культуральные и биохимические особен-
ности S. boulardii определяют их пробиотическую активность. Другие штаммы сахаромицетов с про-
биотическим потенциалом чаще всего выделяют из национальных ферментированных продуктов
из растительного и молочного сырья. Единая методика исследования пробиотических свойств пока
не создана, для их подтверждения необходимы клинические испытания с участием людей. Пер-
спективными пробиотиками являются штаммы видов Saccharomyces cerevisiae и Kluyveromyces marx-
ianus, имеющих международный статус безопасности. Возможные механизмы физиологического
действия сахаромицетов включают антимикробные, антитоксические, трофические, антисекретор-
ные и противовоспалительные эффекты. Некоторые механизмы пробиотического действия дрож-
жей отличаются от бактериальных и не все они пока понятны. Сахаромицеты-пробиотики могут
быть использованы для повышения биологической ценности, качества и безопасности пищевых
продуктов.

Ключевые слова: Saccharomycetes, Saccharomyces boulardii, пробиотики, методы исследований, меха-
низмы действия, применение
DOI: 10.31857/S0555109923010087, EDN: DRZXFP

Сахаромицеты – это грибы класса Saccharomy-
cetes, для которых характерны преимущественно
одноклеточные формы существования, способ-
ность к почкованию и активной ферментации уг-
леводов. Грибы с такими свойствами могут отно-
сится и к другим классам, их часто называют
дрожжами, хотя этот термин не имеет таксономи-
ческого значения. История применения одного
из видов сахаромицетов, Saccharomyces cerevisiae, в
изготовлении хлеба, вина и пива насчитывает ты-
сячелетия. К традиционным направлениям ис-
пользования сахаромицетов относится также по-
лучение кисломолочных напитков смешанного
брожения (например кефира), этилового спирта,
пищевых и кормовых добавок. В биотехнологии
эта группа микроорганизмов широко применяет-
ся в производстве биотоплива, различных фер-
ментов, витаминов, липидов, органических кис-
лот, а также в качестве клеточных моделей для
генно-инженерных модификаций [1].

В последние десятилетия наблюдается рост
интереса к антагонистическим свойствам дрож-
жей, их применению в фармацевтике и пищевой
биотехнологии [2, 3]. Это связано с изменениями
в представлениях о кишечном микробиоме, но-
выми данными о разнообразии входящих в него
микроорганизмов. Кроме бактерий в экосистеме
кишечника человека присутствуют также археи,
грибы, вирусы и простейшие, роль которых пока
изучена недостаточно [4]. Согласно данным, по-
лученным в ходе выполнения международного
проекта “Микробиом человека”, два из трех наибо-
лее распространенных родов грибов в кишечнике
человека, Saccharomyces и Candida, относятся к саха-
ромицетам [5]. Зная особенности их метаболизма,
можно предположить, что они участвуют в синтезе
биологически активных соединений, влияющих
на процессы пищеварения и жизнедеятельности
человека.

Согласно уточненному определению ФАО/ВОЗ,
живые микроорганизмы, которые при употребле-
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нии в достаточных количествах приносят пользу
здоровью хозяина, называются пробиотиками.
Основная группа таких хорошо изученных про-
биотиков включает виды родов Bifidobacterium и
Lactobacillus [6]. В настоящее время установлено,
что пробиотические свойства могут проявлять и
некоторые виды дрожжей, которые, принципи-
ально отличаясь строением клетки и свойствами
от бактерий-пробиотиков, могут дополнять их и
даже иметь преимущества при отдельном исполь-
зовании [2, 3].

Наиболее изученными пробиотиками небакте-
риального происхождения являются сахаромицеты
Буларди (Saccharomyces boulardii). Это единствен-
ный вид грибов, полезные свойства которого под-
тверждены многочисленными контролируемыми
клиническими исследованиями и более 60 лет
применяются в медицине [7, 8]. Пробиотическая
активность S. boulardii позволяет использовать их
не только для лечения некоторых заболеваний,
но и в производстве продуктов функционального
питания [2, 3, 7, 8]. Европейское агентство по без-
опасности продуктов питания (EFSA) присвоило
этим грибам статус QPS (Qualified Presumption of
Safety) и разрешило добавлять их к пище или кор-
му [10]. Во всем мире наблюдается рост интереса
к сахаромицетам Буларди, однако еще более
быстрыми темпами в последнее десятилетие уве-
личивается количество публикаций о пробиоти-
ческих свойствах других видов дрожжей, что сви-
детельствует об актуальности этой темы (рис. 1).

Целью обзора является обобщение и анализ
информации о молекулярно-генетических осно-
вах и методах исследования пробиотической ак-
тивности грибов класса Saccharomycetes, механиз-
мах их физиологического действия и применении
в биотехнологии.

Методы исследований и молекулярно-генетиче-
ские основы пробиотической активности Saccharo-
myces boulardii. История изучения грибов-про-
биотиков началась в 20 гг. прошлого века, когда
французский биолог Генри Булар (Henri Boulard)
выделил чистую культуру дрожжей, обладавшую
лечебными свойствами, исследовал ее и назвал
Saccharomyces boulardii. Источником ее получения
стала кожура тропических фруктов личи и манго-
стина, напиток из которых помогал жителям Индо-
китая справиться с диареей во время эпидемии хо-
леры [11]. В 1953 г. французская компания “Bioco-
dex” приобрела права на эту культуру дрожжей и
процесс их ферментации, а в 1961 г. зарегистрирова-
ла лиофилизированный штамм S. boulardii CNCM
I-745 в качестве лекарственного препарата (исто-
рия Biocodex https://ru.biocodex.com/ru/biocodex-
v-mire/nasledie/).

В 1993 г. вид S. boulardii был представлен науч-
ному сообществу как новый биотерапевтический
агент для профилактики и лечения диарей при
различных заболеваниях. Основанием для этого
стали результаты исследований на животных и
данные, полученные при участии добровольцев и
пациентов, которые показали эффективность и
безопасность S. boulardii при пероральном приеме.
Было подчеркнуто, что количество клеток этих
дрожжей быстро достигает в кишечнике высоко-
го стабильного уровня, который сохраняется во
время ежедневного приема препарата, а после его
отмены клетки S. boulardii быстро выводятся из
толстой кишки [12].

Позже молекулярно-генетическое типирова-
ние методом RFLP ПЦР-амплифицированных
межгенных транскрибируемых спейсерных обла-
стей, включая рибосомную ДНК 5.8S, показало,
что коммерческие штаммы S. boulardii являются
аспорогенными штаммами вида S. cerevisiae, а не
представителями отдельного вида [13]. Так как в
настоящее время вопрос таксономической при-
надлежности сахаромицет Буларди окончательно
не решен, употребляемое далее название S. bou-
lardii обозначает коммерческие препараты дрож-
жей Saccharomyces boulardii, применяемые в меди-
цине.

В 2007 году S. boulardii уже позиционировались
как пробиотики. Показано, что некоторые отличия
дрожжей от бактерий, такие как особенности стро-
ения клетки, большие размеры, устойчивость к ан-
тибиотикам и отсутствие способности ее приобре-
тать, могут давать им преимущества при использо-
вании в качестве пробиотиков. Новые данные
клинических исследований подтвердили высокую
эффективность применения S. boulardii при анти-
биотикоассоциированной диарее и рецидивиру-
ющих кишечных инфекциях Clostridium difficile, а
также показали возможность использования
S. boulardii для повышения иммунитета [14].

Рис. 1. Публикационная активность в системе
PubMed по темам “дрожжи-пробиотики” (1, “yeast
probiotic”) и “Saccharomyces boulardii” (2).
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В 2010 г. были показаны отличия S. boulardii от
S. cerevisiae по метаболическим и генетическим ха-
рактеристикам. Устойчивость к повышенным тем-
пературам, низким значениям pH и антибактери-
альным препаратам позволяют S. boulardii выживать
в условиях желудочно-кишечного тракта. Кон-
центрация клеток S. boulardii при пероральном
приеме здоровыми людьми достигает равновесия
в кишечнике в течение 3 дней и выводится в тече-
ние 3–5 дней после прекращения приема. Мета-
анализ результатов контролируемых клиниче-
ских испытаний с 1976 по 2009 гг. с участием
взрослых пациентов подтвердил эффективность
препаратов S. boulardii при диареях, связанных с
приемом антибиотиков и энтеральным питани-
ем, инфекции Clostridium difficile и Helicobacter py-
lori, а также диареях путешественников. Приведе-
ны доказательства того, что потенциальные рис-
ки переноса генов устойчивости к антибиотикам,
транслокации из кишечника в другие органы, со-
хранения в кишечнике, являются минимальными
при приеме S. boulardii. Отдельные случаи фунге-
мии наблюдали у взрослых пациентов с серьезны-
ми сопутствующими заболеваниями и централь-
ными венозными катетерами [11].

В 2015 г. опубликованы три систематических
обзора с метаанализом, в которых показано, что
препараты S. boulardii значительно улучшили пер-
вичную профилактику инфекций, вызванных
C. difficile [15], повышали уровень эрадикации
H. pylori до 80% (при 71% в контрольной группе) и
уменьшили некоторые побочные эффекты, свя-
занные с терапией [16], а также значимо снизили
риск антибиотикоассоциированной диареи у де-
тей (с 20.9 до 8.8%) и взрослых (с 17.4 до 8.2%) [17].

В статье [18] приведены данные доклиниче-
ских и клинических исследований о влиянии
S. boulardii CNCM I-745 на эпителий и фермента-
тивные функции кишечника. Показано, что этот
штамм сахаромицетов синтезирует и секретирует
полиамины, которые играют роль в пролифера-
ции и дифференцировке клеток мембраны ще-
точной каймы, усиливают экспрессию кишечных
пищеварительных ферментов, а также перенос-
чиков питательных веществ. Кроме того, S. bou-
lardii CNCM I-745 выделяют ферменты, которые
улучшают усвоение питательных веществ.

В 2020 г. [19] представлены результаты успешно-
го применения S. boulardii CNCM I-745 для лечения
и/или профилактики не только диарей различной
этиологии, но и воспалительных заболеваний ки-
шечника: синдрома раздраженного кишечника,
кандидоза, дислипидемии и избыточного бактери-
ального роста в тонкой кишке у пациентов с рас-
сеянным склерозом. Приведены данные об от-
дельных случаях фунгемии, вызванных сахаро-
мицетами, в том числе S. boulardii у больных с
тяжелыми общими или кишечными заболевани-

ями и/или с постоянными катетерами. При этом
отмечено, что в целом применение этих дрож-
жей-пробиотиков считается безопасным [19].

Вопросы безопасности S. boulardii рассмотре-
ны также в другом обзоре [8]. Потенциальные
проблемы применения бактерий-пробиотиков,
связанные с переносом генов устойчивости к ан-
тибиотикам, возможным проникновением в эпи-
телий кишечника и другие органы, не характерны
или не выявлены для S. boulardii. Приведены дан-
ные рандомизированных и контролируемых кли-
нических исследований, в которых не выявлено
каких-либо серьезных побочных реакций при ис-
пользовании S. boulardii. Фунгемия наблюдалась у
некоторых тяжело больных людей с центральны-
ми венозными катетерами, причем такие пациен-
ты хорошо реагировали на терапию противогриб-
ковыми препаратами [8].

Метаанализ контролируемых исследований,
опубликованный в 2021 г., подтвердил, что среди
всех пробиотиков S. boulardii являются наиболее
эффективными в снижении продолжительности
острой диареи у детей и риска диареи продолжи-
тельностью более 2 дней [20].

Таким образом, в настоящее время эффектив-
ность пробиотиков S. boulardii при лечении острой
диареи у взрослых и детей, рецидивов инфекции
C. difficile, а также для профилактики антибиоти-
кассоциированной диареи, диареи путешественни-
ков, побочных эффектов эрадикационной терапии
инфекции H. pylori установлена с высоким уров-
нем доказательности [21].

При этом до сих пор остается спорным вопрос
о таксономическом положении сахаромицетов
Буларди. Изначально они рассматривались как
отдельный вид дрожжей, штамм которого (S. bou-
lardii CNCM I-745) в 1989 г. был депонирован в
Институте Пастера в Париже (История Biocodex
https://ru.biocodex.com/ru/biocodex-v-mire/nasle-
die/). При исследовании генетических характери-
стик с использованием ПЦР-электрофоретическо-
го кариотипирования и секвенирования рРНК уче-
ные пришли к выводу, что S. boulardii является
штаммом S. cerevisiae, известных хлебопекарных
и пивных дрожжей [22]. Геномное родство этих
грибов составляет 99%, они похожи по многим
фенотипическим и биохимическим свойствам,
но выявлены и существенные отличия, поэтому
сахаромицеты Буларди некоторые ученые рас-
сматривают как вариант (S. cerevisiae var. boulardii)
[22–24].

S. boulardii отличается от S. cerevisiae более вы-
сокой скоростью роста при 30 и 37°С, повышен-
ной устойчивостью к температуре и изменению
рН [2, 3, 8, 14, 23, 24]. Например, S. boulardii пока-
зали 65%-ную выживаемость при 52°C через 1 ч и
75%-ную выживаемость при рН 2.0 через 1 ч (по
сравнению с 45 и 30% у S. cerevisiae W303 соответ-
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ственно) [23]. Было установлено, что пробиотики
S. boulardii отличаются от других штаммов
S. cerevisiae генетическими характеристиками:
трисомией хромосомы IX, отсутствием элементов
ТУ1/2, количеством копий отдельных генов, от-
ветственных за синтез белков и ответ на стресс,
которые определяют способность к псевдоги-
фальному переключению при ограничении азота,
диплоидию, отсутствие спорообразования и по-
вышенную устойчивость к низким значениям рН
[24].

Клеточная стенка сахаромицетов состоит из бе-
та-глюканов и маннанов, которые могут положи-
тельно влиять на кишечный микробиом, стимули-
ровать врожденный и приобретенный иммунитет,
адсорбировать микотоксины [25]. Установлены ан-
тиоксидантные и антипролиферативные свой-
ства экстрактов полисахаридов клеточной стенки
S. boulardii, причем нерастворимый глюкан пока-
зал высокое ингибирование роста клеток коло-
ректального рака [26].

Как и все сахаромицеты, S. boulardii являются
хемоорганогетеротрофами, могут расти в аэроб-
ных и анаэробных условиях. S. boulardii сбражи-
вают глюкозу, сахарозу, мальтозу и раффинозу,
как и S. cerevisiae, но не могут сбраживать галакто-
зу [27]. S. boulardii расщепляют пектин и целлоби-
озу, ассимилируют холестерин и не обладают
целлюлазной активностью, как и многие штаммы
S. cerevisiae, но, в отличие от них, не способны ис-
пользовать инулин, мелибиозу, ксилан, трегалозу
и бета-глюкан. S. boulardii вырабатывают эстеразу
С4, липазу С14, лейцинариламидазу, кислую
фосфатазу и фосфогидролазу, но не щелочную
фосфатазу, валинариламидазу, цистинарилами-
дазу, трипсин и химотрипсин [28].

Пробиотики S. boulardii показывают большую
стрессоустойчивость, в 6–10 раз более высокий
антиоксидантный потенциал по сравнению с
S. cerevisiae BY4742. Их внеклеточная фракция со-
держит ценные флавоноиды, фенолы и полифе-
нольные метаболиты [29]. Показано, что анти-
бактериальная активность S. boulardii связана с их
способностью продуцировать при 37°C необычно
высокие для дрожжей уровни уксусной кислоты.
Такая способность была обнаружена у всех иссле-
дованных штаммов этого вида, в отличие S. cerevi-
siae. Присутствие двух копий аллеля whi2S287,
по-видимому, вызывает чувствительный к темпе-
ратуре дефект утилизации ацетата, приводящий к
непрерывному, очень высокому накоплению ук-
сусной кислоты [30].

При расшифровке полных геномов 5 пробио-
тических штаммов S. boulardii и сравнении их с ге-
номами 145 штаммов S. cerevisiae было установле-
но отсутствие мобильных элементов Ty1, Ty3 и
Ty4, генов переносчиков гексозы HXT11 и HXT9
и утилизации аспарагина, а также найдены разли-

чия в периодах и количестве копий повторов ге-
нов флоккулинов. Эти особенности связывают с
повышенной стрессоустойчивостью и адгезивными
свойствами [31]. Транскриптомные различия, де-
монстрируемые S. cerevisiae и S. cerevisiae var. boular-
dii в модели кишечной среды, могут быть причиной
проявления пробиотических свойств и зависеть от
дифференциальной регуляции экспрессии, осно-
ванной на изменчивости промотора [32].

Некоторые цитологические, культуральные и
биохимические особенности S. boulardii, которые
могут влиять на их пробиотическую активность и
возможность применения в биотехнологии, обоб-
щены в табл. 1 (приведены свойства, характерные
для большинства сравниваемых микроорганиз-
мов и штаммов S. boulardii).

Таким образом, S. boulardii имеют близкое ге-
нетическое родство с другими штаммами S. cerevisi-
ae, но отличаются некоторыми существенными фи-
зиологическими и биохимическими свойствами,
поэтому рассматриваются как штамм или вариант
этого вида. В научных публикациях последнего де-
сятилетия чаще всего используют название S. cerevi-
siae var. boulardii, однако встречается и обозначение
штамма (S. cerevisiae HANSEN CBS 5926) или
подтипа (S. cerevisiae subtype boulardii). Применя-
ется и просто название вида S. boulardii, при этом
обычно (но не всегда) подразумевается пробио-
тический штамм CNCM I-745, ставший эталоном
сравнения в различных исследованиях.

Источники выделения и методы исследований
других сахаромицетов с пробиотическими свой-
ствами. Результаты исследований S. boulardii сти-
мулировали поиск других видов дрожжей с пробио-
тическими свойствами. Методология выделения и
исследования свойств новых штаммов дрожжей-
пробиотиков продемонстрирована учеными уни-
верситета Кастилии-Ла-Манча (Испания) в публи-
кациях последних лет [28, 33–37]. Поэтапный под-
ход включал выделение дрожжей из различных пи-
щевых сред (винзаводы, вино, сырзаводы, рассолы
сыров, ферментированные овощи и др.), их иденти-
фикацию до уровня штаммов с помощью метода
RAPD-PCR, общий скрининг пробиотических
способностей (устойчивость в условиях пищеваре-
ния in vitro, в том числе влияние времени, темпера-
туры, pH и ферментов на кинетические параметры
роста), определение способности к самоагрегации,
гидрофобности и образованию биопленки, иссле-
дование устойчивости к антибиотикам и антимик-
робной активности, изучение жизнеспособности в
условиях модели последовательного пищеварения
“слюнно-желудочный-кишечный тракт”. В резуль-
тате были отобраны потенциальные пробиотики,
в том числе наиболее перспективные штаммы ви-
дов S. cerevisiaе, Hanseniaspora osmophila и Pichia
kudriavzevii [33, 34].
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Таблица 1. Отличительные свойства S. boulardii

Свойства Влияние на физиологические 
и технологические характеристики

Общие для грибов (отличие от бактерий-пробиотиков)
Клетки крупнее (диаметр около 10 мкм), 
чем бактерии (1 мкм)

Создают стерические помехи, перекрывают сайты прикрепления 
патогенов и возбудителей порчи

Клеточная стенка отличается от бактерий, 
содержит бета-глюканы и маннаны

Место прикрепления и нейтрализации клеток бактерий-патоге-
нов, возбудителей порчи и токсинов. Питательные вещества для 
нормальной микробиоты

Устойчивость к антибиотикам Выживание при антибиотикотерапии, отсутствие переноса 
генов устойчивости к антибиотикам

Особенности S. boulardii (отличие от S. cerevisiae)
Повышенная устойчивость к температуре, 
более высокая скорость роста при 30 и 37°С

Способность выживать и конкурировать с другими микроорганиз-
мами в ЖКТ. Быстрый рост при промышленном производстве

Повышенная устойчивость к изменению рН,
в т.ч. кислой среде (выживание при рН 2)

Способность выживать в ЖКТ.
Сохранение жизнеспособности в кислых пищевых продуках,
в т.ч. кисломолочных

Повышенная способность к синтезу уксусной 
кислоты

Пробиотические свойства. Подавление патогенов и возбудителей 
порчи пищевых продуктов

Повышенный синтез антиоксидантов Пробиотические свойства.
Обогащение пищевых продуктов антиоксидантами

Повышенный синтез флокуллина Повышенная стрессоустойчивость, адгезия патогенов и токсинов

Следующим этапом исследований стала оценка
безопасности выделенных культур, которая вклю-
чала тесты на устойчивость к антибиотикам и про-
тивогрибковым препаратам, продукцию биогенных
аминов, активность деконъюгации солей желч-
ных кислот и ферментативную активность. Уста-
новлено, что ни один из 20 изученных штаммов
не продемонстрировал коагулазной, гемолитиче-
ской или ДНКазной активности, но все они про-
являли чувствительность к противогрибковым
средствам. Все штаммы показали устойчивость к
антибиотикам и протеазную активность, некото-
рые, относящиеся к видам S. cerevisiae и P. anomala
(актуальное название Wickerhamomyces anomalus),
проявили фосфолипазную активность, а половина
штаммов была способна конъюгировать желчные
соли [35].

Еще одной стадией этой работы стало уточнение
функциональных и технологических характеристик
отобранных штаммов по следующим показателям:
адгезия к клеткам Caco-2/TC7, метаболизм олиго-
и полисахаридов (мелибиозы, раффинозы, ксила-
на, трегалозы, пектина, бета-глюкана, целлюлозы,
целлобиозы и инулина) в аэробных и анаэробных
условиях, ассимиляция холестерина, фермента-
тивная активность, антиоксидантная активность,
устойчивость к антимикотикам. Наиболее перспек-
тивными для использования в качестве пробиоти-
ков были признаны штаммы видов Hanseniaspora os-
mophila, Lachancea thermotolerans и S. cerevisiae [28].

В недавно опубликованном обзоре [3] обобще-
ны сведения о новых источниках выделения и
штаммах дрожжей с пробиотическими свойствами
(в основном 2015–2020 гг.). Самое большое коли-
чество таких штаммов принадлежит видам S. cere-
visiae, Torulaspora delbrueckii, Debaryomyces hansenii,
реже упоминаются другие виды сахаромицетных
грибов (Meyerozyma caribbica, Metschnikowia ziziphico-
la (актуальное название Metschnikowia pulcherrima),
Hanseniaspora osmophila, Kluyveromyces marxianus,
Candida orthopsilosis, C. tropicalis, Pichia guilliermondii
(актуальное название Meyerozyma guilliermondii),
P. kudriavzevii, P. fermentans, Lachancea thermotolerans,
Yarrowia lipolytica). Много потенциальных про-
биотических штаммов было выделено из фермен-
тированных оливок, сока сахарного тростника,
молока и молочных продуктов [3]. Новые данные
по этой теме, опубликованные в 2021 и начале
2022 гг., систематизированы в табл. 2.

Почти все дрожжи, описанные в табл. 2, отно-
сятся к классу сахаромицетов (за исключением
Aureobasidium proteae и Rhodotorula mucilaginosa).
Дрожжи-пробиотики часто выделяют из нацио-
нальных спонтанно ферментированных продук-
тов растительного происхождения, в этом отно-
шении представляют интерес также сыры и кисло-
молочные продукты. Наиболее перспективными
пробиотиками являются штаммы видов, имеющих
международный статус безопасности, S. cerevisiae
и K. marxianus.
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Таблица 2. Виды, источники и свойства потенциальных пробиотиков

Вид (источник выделения) Установленные пробиотические свойства []

Diutina rugosa,
Hanseniaspora guilliermondii,
Aureobasidium proteae (фисташки, Испания)

Выживаемость в условиях желудочно-кишечного 
тракта, способности к аутоагрегации, гидрофобность 
клеточной поверхности, поведение в условиях 
последовательного моделирования пищеварения,
способность образовывать биопленку и ассимиляция 
источников углерода

 [36]

Rhodotorula mucilaginosa, Meyerozyma
caribbbica, Diutina rugosa (цветы и плоды 
бразильского леса)

Устойчивость к ЖКТ, способность к аутоагрегации, 
гидрофобность, способность образовывать биопленку

 [37]

Saccharomyces cerevisiae, Pichia 
guilliermondii*, Candida orthopsilosis,
Candida tropicalis, Meyerozyma caribbica, 
Debaryomyces hansenii (ферментированные 
оливки, Бразилия)

Безопасность, выживаемость в желудочно-кишечном 
тракте, антимикробная активность, клеточная 
гидрофобность, способности к аутоагрегации
и адгезии к эпителиальным клеткам, коагрегации
и подавлению адгезии болезнетворных бактерий

 [38]

Yarrowia lipolytica (морская вода, Мексика) Антиоксидантная способность и антимикробная 
активность in vitro. Улучшение иммунологических 
показателей сыворотки крови, кожно-слизистой
оболочки, кишечника и лейкоцитов рыб при
контрольном заражении Vibrio parahaemolyticus

 [39]

Saccharomyces cerevisiae (ферментированные 
зерновые продукты, Италия)

Устойчивость к условиям ЖКТ. Высокая фитазная
и антиоксидантная активность, синтез феноловых 
кислот, антоцианов, пропионовой кислоты, изомеров 
конъюгированной линолевой кислоты. Противовоспа-
лительная способность (на мононуклеарных клетках 
периферической крови человека, снижение
провоспалительного цитокина IL-1β)

 [40], [41]

Zygosaccharomyces sapae (мисо, традиционная 
японская пища, полученная путем 
ферментации соевых бобов, риса, пшеницы 
или смеси из них)

Штамм I-6 индуцировал фенотипические изменения 
дендритных клеток костного мозга с повышением 
IL-10, противовоспалительное действие при колите, 
вызванном декстрансульфатом натрия (в мезентери-
альных лимфатических узлах мышей in vitro и на 
мышах)

 [42]

Saccharomyces boulardii (тесто идли, 
основного индийского продукта питания, 
из риса и черного маша)

Высокая устойчивость к солям желчных кислот,
пепсину и ферменту поджелудочной железы, низким 
значениям pH, устойчивость к антибиотикам,
способность к аутоагрегации и коагрегации,
гидрофобность в модели кишечника C. elegens in vitro 
и in vivo. Антимикробная активность в отношении 
13 различных энтеропатогенов, комменсальные
отношения с пятью пробиотическими штаммами

 [43]

Saccharomyces cerevisiae (болло, традиционная 
ферментированная еда из пшеницы или
пшеницы и пальчатого проса, Индия)

Толерантность к высокой концентрации желчных 
солей и кислой среде, резистентность к различным 
антибиотикам, высокая гидрофобность, безопасность 
(отсутствие гемолиза, активность ДНКазы и желати-
назы), антибактериальная активность в отношении 
патогенов, высокая активность удаления свободных 
радикалов DPPH, противовоспалительная активность, 
антидиабетическая активностью, ферментативная 
активность (α-амилаза, липаза, β-галактозидаза)

 [44]
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Во многих работах подчеркнута строгая зави-
симость пробиотических свойств от штамма. Дей-
ствительно, только часть выделенных штаммов
дрожжей показывали способность выживать в
условиях ЖКТ, еще меньше проявляли антибакте-
риальную активность и имели другие полезные ха-
рактеристики. Например, из 108 отобранных штам-
мов дрожжей 25 выдержали тесты на выживание в
ЖКТ (температура, рН и др.), 10 из них показали
способность к самоагрегации и гидрофобность, а
2 штамма проявили способность к образованию
биопленки и жизнеспособность в модели ЖКТ
[33]. В других работах наблюдалась та же тенден-
ция: из 142 исследованных штаммов в качестве
потенциальных пробиотиков были отобраны 3 [34],
из 139 – 2 [40, 41], из 42 – 4 [44], из 104 – 4 [45].

Следует отметить, что в разных работах приво-
дится разный перечень определяемых показателей,
так как единой общепризнанной методологии
оценки пробиотических свойств дрожжей пока не
выработано. Более того, возникает вопрос о необ-
ходимости изучения адгезии, аутоагрегации,
формирования биопленок и др. свойств, которые
обычно исследуют у бактерий-пробиотиков для
подтверждения их способности прикрепляться к
стенкам кишечника и колонизировать их. Для
дрожжей-пробиотиков это свойство может ока-
заться не обязательным, т. к. у них могут быть
другие механизмы полезного действия. Так, у
эталонных пробиотиков S. boulardii обнаружена
самая низкая способность к адгезии по сравне-
нию с 10 штаммами S. cerevisiae и 10 штаммами

* Aктуальное название Meyerozyma guilliermondii.

Saccharomyces cerevisiae (медоносные пчелы, 
Тайланд)

Способность к росту в условиях симуляции 
желудочно-кишечного тракта, при pH 2.0–2.5,
0.3% солей желчных кислот и 37°C, аутоагрегации, 
продуцированию противомикробных веществ

 [45]

Pichia kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus, 
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis 
(сыры, Китай)

Продуцирование γ-аминомасляной кислоты,
высокая способность к аутоагрегации, гидрофобность 
(вариация 40–92%), способность выживать
в желудочно-кишечном тракте (выживаемость >75% 
после моделирования)

 [46]

Kluyveromyces marxianus (ферментированные 
пищевые продукты и напитки, Тайвань)

Толерантность к солям желчных кислот и кислоте, 
гидрофобность клеточной поверхности, аутоагрега-
ция, антиоксидантная активность и активность 
β-галактозидазы

 [47]

Kluyveromyces marxianus (молоко яка, 
Индия)

Способность продуцировать β-галактозидазу,
толерантность к условиям желудочно-кишечного 
тракта (низкий pH, панкреатин, пепсин и соли 
желчных кислот), гидрофобность клеточной поверх-
ности, способность к аутоагрегации. Бесклеточный 
экстракт и супернатант улучшили сенсибилизацию к 
инсулину, проявили антиадипогенную способность и 
антиоксидантную активность, супернатант показал 
цитотоксическое действие на клетки колоректального 
рака SW-480

 [48]

Kluyveromyces marxianus (кефир, Корея) Безопасность штаммов in vitro (способность к гидро-
лизу желатина, образованию псевдогиф и гемолизу),
in vivo на мышах. Данные по уровню интерлейкина-6 
свидетельствуют о противовоспалительном потенциале

 [49]

Pichia kluyveri, Zygoascus hellenicus, 
Wickerhamomyces anomalus, Pichia
membranifaciens, Candida boidinii, 
C. diddensiae, Saccharomyces cerevisiae
(рассол для ферментации оливок, Италия)

Рост при 37 °С, низких значениях рН, в присутствии 
желчных солей, ферментативная активность (β-глюко-
зидаза и фитаза), индекс жизнеспособности при пере-
варивании in vitro

 [50]

Вид (источник выделения) Установленные пробиотические свойства []

Таблица 2. Окончание
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других видов дрожжей с пробиотическими свой-
ствами [28].

Во всех случаях в качестве положительного
контроля использовали штамм с доказанной про-
биотической активностью (S. boulardii CNM I-745),
причем многие штаммы других видов показали да-
же лучшие пробиотические характеристики in vitro,
по сравнению с контролем. Однако для подтвер-
ждения возможности использования штамма
микроорганизма в качестве пробиотика этого не-
достаточно, необходимы также испытания in vivo
на лабораторных животных и рандомизирован-
ные контролируемые клинические исследования
с участием людей. Только один штамм S. boulardii
CNM I-745 полностью прошел все этапы и имеет
подтвержденный статус лекарственного средства
и пробиотика.

Основные механизмы пробиотического действия
сахаромицетов. В настоящее время наиболее изуче-
ны механизмы действия штамма S. boulardii CNCM
I-745. В обзоре 2010 г. выделены 7 взаимосвязан-
ных эффектов этого пробиотика [11]:

– антитоксический эффект (действует в каче-
стве рецептора для связывания или расщепляет
патогенные токсины);

– антимикробная активность (препятствует
прикреплению патогенов к участкам кишечных
рецепторов, связывает и ингибирует рост клеток
патогенов, способствует укреплению целостно-
сти плотных контактов между энтероцитами и
снижению транслокации патогенов);

– модуляция кишечной флоры (не влияет на
нормальную микробиоту у здоровых людей, но
при нарушении быстро ее восстанавливает);

– метаболическая активность (стимулирует
синтез короткоцепочечных жирных кислот, вос-
станавливает пути транспорта жидкости);

– влияние на ферментативную активность ки-
шечника;

– повышение уровня sIgA и IgG;
– воздействие на клеточные сигналы и сниже-

ние синтеза воспалительных цитокинов.
Результаты исследований, проведенных в по-

следующее десятилетие, подтвердили и дополни-
ли представления о вышеперечисленных эффек-
тах. Новые данные о влиянии S. boulardii CNCM
I-745 на организм при инфекционных заболеваниях
позволили выделить два основных потенциальных
механизма действия этого штамма: влияние на эн-
теропатогенные микроорганизмы (адгезия бакте-
рий, их уничтожение и/или воздействие на их ви-
рулентные факторы) и прямое воздействие на
слизистую оболочку кишечника (трофические
эффекты, влияние на восстановление эпителия,
антисекреторные эффекты, противовоспалитель-
ные эффекты, иммуномодуляция) [51]. В этой рабо-
те подробно рассмотрены возможные механизмы

профилактического и/или лечебного эффекта
при заболеваниях, вызванных Clostridium difficile,
Vibrio cholerae, Bacillus anthracis, Salmonella typh-
imurium, Helicobacter pylori, Candida albicans, рота-
вирусом, Entamoeba histolytica, Shigella flexneri, па-
тогенными штаммами Escherichia coli [51].

В проявлении лечебных и профилактических
эффектов пробиотиков важную роль играют их
метаболиты. S. boulardii отличается от S. cerevisiae
повышенной выработкой уксусной кислоты, ко-
торая не только частично определяет антимик-
робную активность, но и положительно влияет на
пролиферацию бокаловидных, Т-регуляторных
клеток кишечника и секрецию слизи, ингибирует
провоспалительный цитокин CXCL8 и служит
субстратом для производства бутирата микробио-
той кишечника [30]. Кроме того, S. cerevisiae var.
boulardii обладает высоким антиоксидантным по-
тенциалом, во внеклеточном пространстве обна-
ружено в 70 раз больше фенолов и в 20 раз больше
флавоноидов, чем в образцах с S. cerevisiae [29].

Большое значение имеет также влияние S. bou-
lardii CNCM I-745 на пищеварительные ферменты
мембраны щеточной каймы кишечного эпителия.
В работе [18] показано, что этот штамм синтези-
рует и секретирует полиамины, которые играют
роль в пролиферации и дифференцировке эпите-
лиальных клеток, усиливают экспрессию пище-
варительных ферментов, а также переносчиков
питательных веществ. Вероятный механизм свя-
зан с индукцией передачи сигналов посредством
митоген-активируемого протеинкиназного пути.
Увеличение активности щелочной фосфатазы,
вызванное S. boulardii, может приводить к инак-
тивации токсинов и уменьшению выработки вос-
палительных цитокинов. Кроме того, S. boulardii
выделяют ферменты, которые улучшают усвое-
ние питательных веществ микробиотой кишеч-
ника и самим хозяином [18]. Сахаромицеты рода
Kluyveromyces вырабатывают активные бета-га-
лактозидазы, необходимые людям с непереноси-
мостью лактозы, и благодаря этому могут рас-
сматриваться как пробиотики [52].

Антагонистические свойства дрожжей могут
быть объяснены конкуренцией за питательные ве-
щества, изменением рН среды в результате уско-
рения ионного обмена или образования органи-
ческих кислот, образованием этанола, секрецией
антимикробных соединений, в том числе мико-
цинов (киллер-токсинов) [2].

Микоцинами называют внеклеточные белки
или гликопротеины, которые нарушают функцию
клеточной мембраны у восприимчивых дрожжей,
проявляя фунгицидное или фунгистатическое
действие. К образованию микоцинов способны
многие виды сахаромицетных грибов, в том числе
представители родов: Saccharomyces, Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia,
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Torulopsis, Williopsis и Zygosaccharomyces. К воз-
можным механизмам действия киллер-токсинов
относят нарушение деления клеток путем блоки-
рования синтеза ДНК, ингибирование синтеза
компонента клеточной стенки β-1,3-глюкана и на-
рушение ионообмена, вызванного образованием
каналов на цитоплазматической мембране [53].

В некоторых публикациях последних лет рас-
сматривают микоцины как синтезированные
дрожжами вещества, которые могут ингибировать
рост не только грибов, но и бактерий, паразитов и
вирусов. Микоцины проявляют минимальную ток-
сичность и не вызывают резистентности, поэтому
считаются перспективной заменой некоторых
фунгицидных средств и антибиотиков [54].

В настоящее время накоплены многочисленные
доказательства способности некоторых дрожжей
подавлять рост и вирулентность патогенных бак-
терий, в том числе возбудителей алиментарных
заболеваний и бактерий, вызывающих порчу пи-
щевых продуктов. В частности, установлена ан-
тилистериальная активность штаммов Geotrichum
candidum, K. marxianus, Pichia norvegensis, P. fermen-
tans, Debaryomyces hansenii, Candida intermedia,
C. tropicalis и Wickerhamomyces anomalus. Некоторые
штаммы C. bombicola могут ингибировать рост
Staphylococcus aureus и C. albicans, а штаммы D. han-
senii проявляют активность против Clostridium ty-
robutyricum и C. butyricum [2].

Показана способность штамма S. cerevisiae
CNCM I-3856 уменьшать патогенные эффекты
энтеротоксигенного (ETEC) штамма Еscherichia
coli H10407, что связывают со снижением продук-
ции энтеротоксина, стимуляцией роста Bifidobacte-
rium и Lactobacillus в различных отделах кишечника,
синтеза короткоцепочечных жирных кислот (ук-
сусной, пропионовой, масляной) и этанола [55].

Ингибирование роста других патогенов, Sal-
monella аrizonae и S. typhimurium, наблюдали в среде,
ферментированной Kluyveromyces lactis и Saccharo-
myces unisporus. Эти дрожжи являются частью сим-
биоза кефирных грибков и могут продуцировать
ряд антимикробных метаболитов: спирт, кателици-
дин, ксантиндегидрогеназа, муцин-1, лактадгерин,
лактопероксидаза, сывороточный амилоид А и лак-
тотрансферрин. К возможным механизмам про-
тивосальмонеллезного действия относят также
прилипание клеток сальмонелл к клеточным
стенкам дрожжей [56].

Некоторые механизмы пробиотического дей-
ствия дрожжей отличаются от бактериальных, и
не все они пока понятны. Антимикробная актив-
ность связана в основном с прилипанием патоге-
нов к дрожжевым клеткам, а конкуренцией за ме-
ста связывания эпителия не с патогенами. Опре-
делены молекулярные массы некоторых белков,
отвечающих за нейтрализацию токсинов, но ка-
кие это белки и какими генами они кодируются

пока неизвестно. Предстоит выяснить и точный
механизм взаимодействия дрожжей с иммунны-
ми клетками [8, 19, 51]. Однако основные дока-
занные полезные для здоровья эффекты сахаро-
мицетов, показанные на рис. 2, позволяют ис-
пользовать их в медицине, фармацевтической и
пищевой биотехнологии.

Возможности применения сахаромицетов в ка-
честве пробиотиков и защитных культур в пищевой
биотехнологии. Результаты изучения пробиотиче-
ских свойств S. boulardii и присвоение им междуна-
родного статуса безопасной пищевой и кормовой
добавки инициировали рост интереса к использо-
ванию этого и других видов сахаромицетов в пище-
вой промышленности. Прежде всего это касается
ферментированных продуктов из растительного
сырья, имеются также данные о применении
S. boulardii в молочной отрасли [7, 9, 57].

Использование S. boulardii для ферментации
экстракта рисовых отрубей позволило обогатить
его функциональными метаболитами, в том числе
феруловой кислотой, и повысить биодоступность
полезных веществ. В ячменном солодовом сусле
эти дрожжи синтезировали олигосахариды с пре-
биотическими свойствами, а в соевом молоке –
биоактивные изофлавоны, витамины группы В.
После ферментации соков из моркови, свеклы,
томатов и ягод наблюдали повышение их антиок-
сидантной активности [7].

Проростки фасоли и чечевицы из семян, замо-
ченных в инокуляте S. cerevisiae var. boulardii, ока-
зались хорошими носителями для этих пробиоти-
ков с высокой концентрацией клеток (107 КОЕ/г)
и повышенной выживаемостью в условиях пище-
варительного тракта человека и при низких тем-
пературах хранения. На проростках с S. boulardii
обнаружено на 99% меньше плесеней, отмечено
также снижение количества колиформных бакте-
рий [58].

S. cerevisiae var. boulardii CNCM-I745 значительно
повысили жизнеспособность пробиотиков Lactoba-
cillus rhamnosus GG в кофейных напитках в течение
14 недель хранения при 4 и 25°C [59]. Предложено
использовать S. boulardii для получения пробио-
тических видов кваса [60], безалкогольного и
крафтового пива с повышенной антиоксидант-
ной активностью [61, 62].

Совместная ферментация S. boulardii с молоч-
нокислыми микроорганизмами приводит к обо-
гащению продуктов витаминами и повышению
их антиоксидантной активности, а также стимули-
рует развитие и улучшает выживаемость бактерий-
пробиотиков при хранении продуктов (в основном
благодаря синтезу аминокислот и нейтрализации
кислой среды). Количество S. boulardii может рез-
ко увеличиться в молочных продуктах с сахаром и
фруктово-ягодными наполнителями, что приво-
дит к образованию СО2 и других метаболитов.
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Происходящие при этом изменения консистен-
ции и вкуса считаются признаками порчи для
традиционных кисломолочных продуктов [7, 9].
Внесение инулина способствует повышению вы-
живаемости S. boulardii в синбиотическом йогурте
и положительно влияет на его консистенцию [63].

Выделенные из сыра канастра штаммы K. lactis
B10 и Torulaspora delbrueckii B14, которые показа-
ли пробиотический потенциал (устойчивость к
имитированным условиям желудочно-кишечного
тракта, самоагрегация, гидрофобность, ингибиро-
вание патогенов, устойчивость к антибиотикам и
продукция β-галактозидазы), использовали для
производства сыра. Хроматографический анализ
образцов сыра позволил идентифицировать
38 летучих соединений, в том числе ароматиче-
ские и функциональные метаболиты: 2,3-бутан-
диол, 2-фенилэтанол и изоамиловый спирт, изо-
амилацетат и фенэтилацетат [64].

Несколько штаммов сахаромицетов со способ-
ностью продуцировать гамма-аминомасляную кис-
лоту, которая обладает физиологическими свой-
ствами (снижение артериального давления, уско-
рение синтеза белка в головном мозге, лечение
бессонницы и депрессии), применяли для созре-
вания сыров [46]. Сыр с S. cerevisiae DL6-20 отли-
чался выраженным приятным ароматом, в нем
обнаружены высокие концентрации изоамилово-
го спирта, этилового эфира гексановой кислоты,
бензилового спирта, этилового эфира октановой
кислоты, 3-гидрокси-2-бутанона и гексановой
кислот [46].

Ферментация сахаромицетами Буларди смеси
для мороженого не только обогащает ее пробио-
тиками, витаминами и антиоксидантами, но и
способствует повышению взбитости смеси, сни-
жению калорийности и обеспечению высоких
микробиологических показателей готового про-
дукта [65].

К преимуществам S. boulardii и некоторых других
пробиотических дрожжей относятся их биозащит-
ные свойства: способность разлагать микотоксины,
такие как афлатоксины, патулин, охратоксин А и
др. [3, 4, 9]. Недавно было показано, что лиофили-
зация и инкапсуляция улучшили способность
S. boulardii RC009 к коагрегации с патогенами
E. coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Strep-
tococcus uberis и S. haemolyticus, а также к адсорб-
ции афлатоксина В1 [66].

***

Данные о полезных для здоровья свойствах са-
харомицетных грибов соответствуют представле-
ниям о “биотиках”, которые продолжают разви-
ваться [67]. Признанным пробиотиком является
штамм S. boulardii CNCM I-745, активность и без-
опасность которого подтверждена многочисленны-
ми, в том числе и клиническими исследованиями.
К наиболее доказанным свойствам этого штамма
относится способность восстанавливать нормаль-
ную микробиоту после антибиотикотерапии, по-
давлять развитие патогенных микроорганизмов,
оказывать антитоксический эффект, стимулиро-

Рис. 2. Основные эффекты сахаромицетов-пробиотиков.
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вать выработку короткоцепочечных жирных кис-
лот и пищеварительных ферментов эпителием
кишечника, модулировать иммунный ответ. Эти
свойства определяются как структурными особен-
ностями генома, так и транскриптомными разли-
чиями, влияющими на повышенный синтез ацета-
тов, бактериоцинов, веществ с антиоксидантной
активностью и других полезных метаболитов. В
то же время пока не все механизмы действия
S. boulardii раскрыты и требуют дальнейшего бо-
лее подробного изучения.

Для некоторых других сахаромицетов пока
установлены отдельные пробиотические эффекты
in vitro (резистентность к условиям желудочно-ки-
шечного тракта, антагонистическая активность, ан-
тиоксидантные свойства и др.). Необходимо под-
твердить безопасность этих микроорганизмов и их
полезное действие в доклинических и контролиру-
емых клинических исследованиях. В целом сахаро-
мицеты могут иметь преимущества по сравнению с
пробиотиками бактериального происхождения:
они невосприимчивы к действию антибиотиков,
могут выполнять роль транзиторных пробиотиков,
которые оказывают благоприятное воздействие на
нормальную микробиоту кишечника и его эпите-
лий, а затем быстро выводятся из организма.

Основой пробиотической активности S. bou-
lardii и других сахаромицетов является комплекс
метаболитов, включающий органические кисло-
ты, спирты, эфиры, витамины, антиоксиданты,
аминокислоты, ферменты и др. вещества, кото-
рые считаются метабиотиками. Некоторые из них,
в том числе микоцины, определяют антагонисти-
ческую активность дрожжей по отношению к па-
тогенным бактериям, грибам, вирусам и простей-
шим, и могут способствовать решению проблемы
антибиотикорезистентности. Более того, метабо-
литы и компоненты клеток пробиотиков даже в
отсутствие живых микроорганизмов могут при-
носить пользу для здоровья, и рассматриваются
как постбиотики. Например, супернатант пробио-
тического штамма K. marxianus улучшил сенсиби-
лизацию к инсулину, показал антиадипогенную
способность и антиоксидантную активность, а
также цитотоксическое действие на клетки коло-
ректального рака [48].

Сахаромицеты могут стимулировать рост и
способствовать повышению выживаемости мо-
лочнокислых бактерий, в том числе пробиотиков,
как в кисломолочных напитках, так и в кишечнике.
Совместное использование с пребиотиками дает
возможность получать продукты-синбиотики с
улучшенной усвояемостью. Добавление пробио-
тических сахаромицетов в ферментированные
продукты из растительного и молочного сырья
может не только улучшить их функциональные
свойства, но и повысить качество и безопасность.
Продолжение исследований в этой области рас-

ширит представления о пробиотиках и возмож-
ностях их применения в фармацевтической и пи-
щевой биотехнологии.
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The purpose of the review is to summarize and analyze information on the molecular genetic basis and meth-
ods for studying the probiotic activity of Saccharomycetes fungi, the mechanisms of their physiological action,
and their application in biotechnology. The relevance of research in this area is confirmed by the dynamics
of the growth of publications. The effectiveness of Saccharomyces boulardii in the treatment and prevention
of diarrhea of various etiologies, relapses of C. difficile infection, side effects of H. pylori infection therapy has
been established with a high level of evidence. Genetic, cytological, cultural and biochemical features of
S. boulardii determine their probiotic activity. Other Saccharomyces strains with probiotic potential are most
often isolated from national fermented plant and dairy products. A unified methodology for studying the pro-
biotic properties of yeast has not yet been created; clinical trials involving people are needed to confirm their
status. Promising probiotics are strains of the species S. cerevisiae and K. marxianus, which have an interna-
tional safety status. Possible mechanisms of physiological action of Saccharomycetes include antimicrobial
and antitoxic, trophic, antisecretory and anti-inflammatory effects. Some of the mechanisms of yeast probi-
otic action differ from those of bacteria, and not all of them are yet understood. Saccharomycetes probiotics
can be used to improve the biological value, quality and safety of food products.

Keywords: Saccharomycetes, Saccharomyces boulardii, probiotics, research methods, mechanisms of action,
application
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Загрязнение окружающей среды тяжелыми металлами, металлоидами и радионуклидами представ-
ляет собой проблему мирового значения, в значительной степени влияющую на состояние биосфе-
ры. В частности, соединения хрома обладают токсичным, мутагенным и канцерогенным действием.
Основной принцип очистки антропогенных и природных экосистем от хроматов – восстановление
Cr(VI) до Cr(III), соли которого существенно менее токсичные и нерастворимые. Однако использу-
емые в настоящее время электрохимические и ионообменные методы очистки достаточно дороги и
требуют применения специальных реагентов. В то же время, особый интерес для биоремедиации
представляют сульфатредуцирующие бактерии (СРБ), поскольку многие из них весьма устойчивы
к высоким концентрациям тяжелых металлов и способны эффективно восстанавливать их в присут-
ствии водорода как донора электронов. В обзоре суммированы сведения о взаимодействии тяжелых
металлов, металлоидов и радионуклидов с клетками СРБ. Рассматриваются особенности метабо-
лизма этих микроорганизмов, приводящие к внутриклеточной аккумуляции тяжелых металлов и
металлоидов, сложные и тонко регулируемые ферментативные механизмы восстановления токсич-
ных металлов (с использованием различных цитохромов, гидрогеназ, оксидоредуктаз, узкоспеци-
фичных металлредуктаз и тиоредоксин/тиоредоксинредуктазных систем), а также возможность
применения иммобилизованных клеток и биопленок СРБ в эффективной биоремедиации природ-
ных вод, почв и промышленных стоков.

Ключевые слова: сульфатредуцирующие бактерии (СРБ), биоремедиация, тяжелые металлы, метал-
лоиды, радионуклиды, металлредуктазы
DOI: 10.31857/S0555109923020034, EDN: LKVILK

Загрязнение окружающей среды токсичными
тяжелыми металлами, металлоидами и радионук-
лидами представляет собой проблему мирового
значения, серьезно влияющую как на здоровье
людей, так и на состояние биосферы в целом. Ис-
пользуемые в настоящее время традиционные
физико-химические методы очистки шахтных и
производственных сточных вод, а также почв, до-
статочно дороги, не всегда высокоэффективны и
требуют применения специальных химических
реагентов. В то же время, целый ряд микроорга-
низмов обладает способностью восстанавливать
и удалять из растворов тяжелые металлы и метал-
лоиды, поскольку их восстановленные формы ча-
сто менее растворимы и менее токсичны, чем
окисленные [1]. Особый интерес для технологий
биоремедиации подобного рода представляют
сульфатредуцирующие бактерии (СРБ), поскольку

многие СРБ не нуждаются в сложных питатель-
ных средах, устойчивы к высоким концентраци-
ям токсичных солей и способны эффективно вос-
станавливать тяжелые металлы как химически,
образуя H2S и элиминируя металлы путем оса-
ждения их сульфидов, так и ферментативно, в
частности, с помощью гидрогеназ и цитохромов
с-типа в присутствии водорода как донора элек-
тронов [2–4].

Сульфатредуцирующие бактерии представля-
ют собой филогенетически неоднородную группу
анаэробных микроорганизмов, объединенных
общей физиологической чертой – способностью
к диссимиляционному восстановлению сульфа-
тов до сульфидов. В качестве донора электронов
СРБ способны использовать более сотни органи-
ческих субстратов, преимущественно, низкомо-
лекулярных, а также молекулярный водород.

УДК 579.26;579.8
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Лактат и пропионат являются типичными суб-
стратами для неполного окисления до ацетата из-
за незамкнутого ЦТК, который в основном осу-
ществляют представители родов Desulfovibrio и
Desulfobulbus. Субстратами для СРБ, способными
к полному окислению до CO2, часто являются
жирные кислоты. В качестве терминального ак-
цептора электронов может выступать целый ряд
органических и неорганических соединений, но в
основном, сульфаты, тиосульфаты и сульфиты [5].
Таким образом, СРБ играют очень важную роль в
глобальных биогеохимических циклах серы и уг-
лерода.

СРБ могут существовать в самых разнообразных
условиях окружающей среды и широко распро-
странены в природе: их обнаруживают, например,
в морских донных отложениях [6, 7], микробных
матах [8] и в толще морских вод [9]. В большом
количестве присутствуют они и в биопленках, в
том числе и в анаэробных зонах водоочистных со-
оружений [10]. СРБ были найдены также в место-
обитаниях с экстремальными значениями рН
(кислые шахтные воды с рН 2.0 [11] и содовые
озера с рН 10.5 [12]) и температуры (гидротермы
[13]). Долгое время считалось, что сульфатредук-
торы, будучи строгими анаэробами, способны су-
ществовать исключительно в бескислородных
местообитаниях, однако современные исследова-
ния указывают на высокую аэротолерантность
многих видов СРБ, обладающих эффективными
ферментативными механизмами защиты клеток
от окислительных стрессов [14].

В соответствии с результатами сравнительного
анализа генов 16S рРНК описанные к настоящему
времени сульфатредуцирующие микроорганизмы
делятся на семь филогенетических групп, пять из
которых входят в домен Bacteria, а две – в домен
Archaea [5]. Основная часть представителей СРБ
относится к типу Proteobacteria, а именно к классу
δ-Proteobacteria, а также к типу Firmicutes, классу
Clostridia. Класс δ-Proteobacteria включает в себя
грамотрицательные преимущественно мезофиль-
ные формы, а класс Clostridia – грамположительные
спорообразующие формы. Три семейства из типа
Nitrospirae содержат исключительно термофиль-
ные СРБ (роды Thermodesulfovibrio, Thermodesulfo-
bacterium и Thermodesulfobium). В домене Archaea
сульфатредукторы обнаружены в двух типах –
Crenarchaeota (роды Thermocladium и Caldivirga) и
Euryarchaeota (род Archaeoglobus).

За последнее время накоплен достаточно
большой массив данных как по процессам хими-
ческого и ферментативного восстановления ток-
сичных металлов, металлоидов и радионуклидов,
так и по оптимальным параметрам, требующимся
для биоремедиации почв и сточных вод в различных
физико-химических условиях при помощи СРБ.
Кроме того, использование молекулярно-генети-

ческих методов позволило обнаружить в клетках
СРБ принципиально новую металл-редуктазную
систему с участием тиоредоксина [15], представ-
ляющую интерес для изучения в качестве потен-
циальной основы для разработки биокатализато-
ров и высокоэффективных ферментативных си-
стем очистки от тяжелых металлов. В настоящем
обзоре мы постарались осветить ключевые во-
просы и перспективы биоремедиации экосистем
от тяжелых металлов, металлоидов и радионукли-
дов с применением сульфатредуцирующих мик-
роорганизмов.

ЗАГРЯЗНЕНИЕ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ 
ТЯЖЕЛЫМИ МЕТАЛЛАМИ И 

МЕТАЛЛОИДАМИ

Cогласно ГОСТ Р 17.4.3.07–2001: “Тяжелые
металлы – группа металлов с атомной массой бо-
лее 50 (Pb, Cd, Ni, Cr, Zn, Cu, Hg), которые при
определенных концентрациях могут оказывать
токсичное действие”. Также в обзоре будут рас-
смотрены металлоиды (мышьяк, селен) и радио-
нуклиды (технеций, уран), тоже представляющие
опасность для окружающей среды и поддающие-
ся утилизации методами биоремедиации анало-
гично тяжелым металлам.

В результате значительного использования тя-
желых металлов в различных отраслях промышлен-
ности загрязненность ими окружающей среды зна-
чительно возросла [16]. Несмотря на присутствие
тяжелых металлов в земной коре, основным источ-
ником загрязнения служит именно антропоген-
ная деятельность: горнодобывающая и литейная
промышленности, а также производство пласт-
массы, текстиля, бумаги и т.д. [17, 18]. Годовой
выброс в биосферу тяжелых металлов и металло-
идов огромен и достигает, в частности, для мы-
шьяка 120 тыс. т, для селена 79 и 30 тыс. т для кад-
мия [19]. Природные явления, такие как выветри-
вание и извержения вулканов, также вносят
определенный вклад в загрязнение окружающей
среды тяжелыми металлами и металлоидами [20].
Многократно возросшая циркуляция токсичных
солей металлов и металлоидов в почве, воде и воз-
духе, влекущая за собой их неизбежное попада-
ние в пищевые цепи и, следовательно, в продукты
питания человека, является серьезной пробле-
мой, скрывающей в себе, в том числе, риски для
здоровья будущих поколений и нормального
функционирования экосистем.

Некоторые тяжелые металлы являются неза-
менимыми элементами, необходимыми для про-
текания различных биохимических и физиологи-
ческих реакций в организме; часто они входят в
состав ключевых ферментов. Однако необходимые
для живых организмов в малых дозах, в избыточном
количестве эти микроэлементы оказывают повре-
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ждающие воздействия на ткани и органы, приводя
к возникновению ряда тяжелых заболеваний [21].

Хром (Cr) представляет собой твердый металл
стального цвета (относят к черным металлам). В
водные экосистемы хром попадает в природе при
выветривании горных пород, с пылью из атмосфе-
ры, с дождевыми стоками. Концентрация хрома в
реках и озерах обыкновенно не превышает 0.5 нM
[22], тогда как в морях его уровень составляет 0.1–
16 нМ [23]. Хром имеет несколько степеней окис-
ления, варьирующих от Cr2– до Cr6+, наиболее
стабильны Cr3+ и Cr6+. Хром(III) является микро-
элементом, необходимым большинству живых
организмов, он проникает в клетки благодаря
транспортной системе сульфат/фосфат-анионов
[24]. При этом даже небольшое повышение уров-
ня Cr(VI) в почвах и сточных водах вызывает эко-
логические проблемы и угрожает здоровью людей
по причине его высокой токсичности и канцеро-
генности, приводящим к повреждениям ДНК и
сшиваниям молекул ДНК-белок [24–26]. Хром
широко используется в различных производ-
ственных областях (металлургия, гальванизация,
производство бумаги, красок, выделка кож), а его
концентрация в промышленных стоках часто до-
стигает 2000–5000 мг/л при рекомендованной
норме в 2 мг/л [27].

Токсичное действие Cr(VI) обусловлено как
его собственной окислительной активностью, так
и формированием свободных радикалов в реакции
восстановления Cr(VI) → Cr(III). Соли Cr(VI), как
правило, хорошо растворимы в воде и более био-
доступны по сравнению с плохо растворимыми
солями трехвалентного хрома. Содержание и тип
ионов хрома в сточных водах зависит от характера
производственного процесса, рН, концентрации
органического вещества [28]. При нейтральном
или слабощелочном рН в стоках преобладает ма-
лорастворимый Cr(OH)3, однако высокое содер-
жание органического вещества может привести к
образованию растворимых металлорганических
комплексов Cr(III), ингибирующих многие фер-
менты [29].

Кадмий (Cd) – металл, близкий по свойствам к
цинку; обычно существует в форме двухвалент-
ного катиона (например, CdCl2) [30]. В земной
коре кадмий входит, в основном, в состав цинко-
вых или свинцовых руд, плавление которых явля-
ется основным источником попадания кадмия в
окружающую среду [31]. В промышленности Cd
применяется при производстве телевизионных
экранов, лазеров, аккумуляторных батарей, пиг-
ментов, а также для гальванизации сталей [30].
ПДК кадмия в питьевой воде согласно СанПиН
2.1.4.1074-01 составляет 1 мкг/л.

Ткани организма человека адсорбируют 10–50%
вдыхаемого с парами кадмия и 5–10% попавшего
с пищей; при этом повышенная адсорбция кад-

мия отмечается в ЖКТ людей с недостаточностью
по железу, кальцию или цинку [32].

В Китае многие рисовые поля, орошаемые
сточными водами, теряют урожайность именно из-
за высоких концентраций кадмия, 45–60% кото-
рого в загрязненных почвах содержится в обмен-
ной фракции, 35–55% приходится на фракцию
оксидов Fe–Mn, а незначительная часть присут-
ствует в карбонатной и органической фракциях
[33]. Токсическое действие кадмия проявляется в
виде эпигенетических изменений в ДНК и повре-
ждений белков (за счет связывания сульфгид-
рильных, карбоксильных и аминных групп). Рас-
творимые соединения кадмия поражают ЦНС,
печень и почки, нарушают фосфо-кальциевый
обмен; хроническое отравление приводит к ане-
мии и повреждению костной ткани [30].

Мышьяк (As) является металлоидом и присут-
ствует в природе в четырех различных состояниях –
As5+, As3+, As0 и As3–. Мышьяк находится в окружа-
ющей среде преимущественно в составе сульфид-
ных минералов: реальгар (AsS), аурипигмент (As2S3),
арсенопирит (FeAsS) [34]. В морской воде кон-
центрация мышьяка колеблется в пределах 0.09–
24.0 мкг/л, в пресной – 0.15–0.45 мкг/л [34]. В ми-
неральных водах концентрация мышьяка может в
300 и более раз превышать среднее значение для
грунтовых вод. В водных экосистемах мышьяк
находится в виде мышьяковой или ортомышья-
ковистой кислот и их солей. Неорганические со-
единения мышьяка подвергаются метилирова-
нию бактериями и грибами с образованием мети-
ларсоновой и диметиларсиновой кислот, а также
газообразного арсина [35].

Основным антропогенным источником загряз-
нения мышьяком грунтовых вод и почв является
плавка медных, никелевых, свинцовых и цинко-
вых руд. Годовой выброс мышьяка в окружающую
среду достигает 62000 т, причем 80% приходится
на долю медеплавильных комбинатов [35, 36].
Содержание мышьяка в шахтных водах стран
Юго-Восточной Азии, Африки и Латинской Аме-
рики колеблется в пределах 5–72 мг/л. Другим
антропогенным источником мышьяка является
сжигание ископаемого топлива в домашних хо-
зяйствах и на электростанциях [34, 36]. Важным
источником антропогенного загрязнения мы-
шьяком было использование фунгицидов, герби-
цидов и инсектицидов на его основе. В таких
сельскохозяйственных почвах содержание мы-
шьяка может достигать 2 г/кг [37].

Накопление мышьяка приводит к многочис-
ленным нарушениям в организме человека. Была
показана тесная связь между отравлением мы-
шьяком и повышенным риском возникновения
онкологических заболеваний и системных фи-
зиологических нарушений [38]. Мышьяк поража-
ет сердечно-сосудистую и дыхательную системы,
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кожные покровы, почки и ЖКТ [39, 40]. Токсич-
ность арсенита в 2–10 раз превышает таковую арсе-
ната, а органические соединения мышьяка менее
токсичны, чем неорганические [39]. Связываясь с
тиоловыми или сульфгидрильными группами, ар-
сенит ингибирует более 200 ферментов, а арсенат,
в свою очередь, может замещать фосфат. Соеди-
нения мышьяка способны также ингибировать
репарацию ДНК и вызывать хромосомные абер-
рации [41].

Селен (Se) – металлоид черного цвета, широко
распространенный в природе. Преимущественный
вклад в его распространение вносят вулканическая
активность, сжигание ископаемого топлива, вывет-
ривание скал и почв, перенос грунтовыми водами,
осаждение минералов, химическое или бактери-
альное осаждение, метаболизм человека и расте-
ний. Селен может находиться в окружающей сре-
де в форме Se2–, Se0,  и  Селениды ме-
таллов, сульфиды селена и элементный селен –
нерастворимы и поэтому биологически недо-
ступны [42]. В большинстве почв и природных
вод преобладают селениты и селенаты: селениты
адсорбируются на твердых частицах, преимуще-
ственно на оксигидроксидах железа; селенаты, на-
против, обладают высокой подвижностью и биоло-
гической активностью, адсорбируются плохо. В ан-
тропогенных экосистемах селен присутствует, в
основном, в сельскохозяйственных дренажных сто-
ках, шахтных водах c низким pH и газообразных
продуктах сероочистки [42].

В зависимости от концентрации, селен являет-
ся как полезным микроэлементом для людей и
некоторых животных и растений, так и токсич-
ным. Отравление селеном у животных наступает
при его ежедневном употреблении с пищей в кон-
центрации более 4 мг/кг веса [43].

Уран (U) – природный актиноид, радиоактив-
ный металл, в малых количествах встречающийся
во всех горных породах, почвах и водах; он зани-
мает 51 место по встречаемости среди химических
элементов земной коры. Средняя концентрация

2
3SeO − 2

4SeO .−

урана в земной коре составляет 2–4 мг/кг [44].
Уран входит в состав сотен минералов, включая
наиболее часто встречающийся уранинит, карно-
тит, торбернит и другие, наиболее стабильны ва-
лентные состояния U(VI) и U(IV). Мировая про-
дукция урана в 2010 г. достигала 54000 т, из кото-
рых 17803 т (33%) вырабатывалось в Казахстане.
Отравление ураном приводит к нарушению функ-
ции почек, мозга, печени, сердца и других органов,
поскольку, наряду со слабой радиоактивностью,
он является достаточно токсичным металлом
[44], серьезно воздействуя, в том числе, и на ре-
продуктивные функции [45].

Технеций является продуктом распада урана
235U, это радиоактивный переходный металл се-
ребристо-серого цвета. Наиболее распространен-
ный радиоактивный изотоп 99Tc имеет период по-
лураспада 2.1 × 105 лет. Технеций входит в состав
промышленных вод, образующихся в результате
переработки ядерного топлива [46]. Наиболее
стабилен ион пертехнетата  обладающий
чрезвычайной подвижностью в окружающей сре-
де. Пертехнетаты способны включаться в пище-
вые цепи и активно ассимилируются растениями
с помощью системы транспорта сульфата [47],
поэтому очистка сточных вод от содержащегося в
них технеция крайне необходима. Вследствие
низкой растворимости восстановленного техне-
ция, в частности, оксидов Tc(IV) и Tc(V), микроб-
ное восстановление пертехнетатов было предло-
жено в качестве основы для биотехнологической
очистки ряда стоков атомной промышленности
[1, 46].

Как уже упоминалось выше, наряду с химиче-
ским осаждением тяжелых металлов путем образо-
вания их нерастворимых сульфидов, СРБ обладают
рядом белков, обладающих металл-редуктазной ак-
тивностью (табл. 1). Ниже мы подробнее остано-
вимся на механизмах восстановления различных
тяжелых металлов, металлоидов и радионуклидов
клетками СРБ.

4TcO ,−

Таблица 1. Ключевые белки, участвующие в восстановлении металлов и металлоидов клетками СРБ

Белок Пример микроорганизма Металл, металлоид

Цитохром с3 (периплазматический) Desulfovibrio vulgaris
Desulfomicrobium norvegicum

Хром (Cr), уран (U)

Цитохром с-типа (мембранный) Desulfomicrobium sp. Мышьяк (As)
[Fe]-гидрогеназа Desulfovibrio vulgaris Хром (Cr)
[Ni–Fe]-гидрогеназа Desulfovibrio fructosovorans Хром (Cr), технеций (Tc)
[Ni—Fe–Se]-гидрогеназа Desulfomicrobium norvegicum Хром (Cr)
Ферредоксин II Desulfovibrio gigas Хром (Cr)
ArsC-подобный белок (цитоплазматический) Desulfovibrio sp. Мышьяк (As)
Металл-редуктаза MreG Desulfovibrio desulfuricans Хром (Cr), уран (U)
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ВОССТАНОВЛЕНИЕ
И АККУМУЛЯЦИЯ ХРОМА КЛЕТКАМИ 
СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ
Ферментативные механизмы восстановления

Cr(VI). Способность целого ряда микроорганиз-
мов восстанавливать высокотоксичные и хорошо
растворимые в воде соли Cr(VI) до менее токсич-
ных и слабо растворимых солей Cr(III) давно об-
ратила на себя внимание исследователей [1, 48].
Долгое время наиболее изученным микроорганиз-
мом в этой области оставался Enterobacter cloacae
[49]. Однако удаление Cr(VI) из индустриальных
стоков с помощью этой бактерии представлялось
затруднительным, так как сульфаты и тяжелые
металлы ингибировали процесс восстановления
хрома клетками E. cloacae [50]. Открытие того
факта, что некоторые представители СРБ рода
Desulfovibrio способны к восстановлению Fe(III) и
U(VI) не только химически, за счет образуемого
H2S, но и ферментативно [51, 52], навело исследова-
телей на мысль и о возможной хроматредуктазной
активности в клетках этих бактерий. Действитель-
но, такая активность была вскоре обнаружена [53]:
клетки Desulfovibrio vulgaris демонстрировали Н2-
зависимое восстановление Cr(VI) до Cr(III). Вос-
становление Cr(VI) также происходило в присут-
ствии очищенных гидрогеназ и полигемовых ци-
тохромов с3 D. vulgaris при внесении в раствор Н2.

В отличие от E. cloacae, восстановление Cr(VI)
до Cr(III) клетками D. vulgaris не ингибировалось
сульфатом даже при его высоких концентрациях
(50 мМ). Также клетки демонстрировали сохране-
ние хроматредуктазной активности при добав-
лении в питательную среду до 100 мкМ NiCl2,
MnSO4, CoCl2, CuCl2 и ряда других токсичных
металлов [53]. Позже было показано, что способ-
ность к ферментативному восстановлению хро-
мата широко распространена среди различных
СРБ, в частности, у Desulfomicrobium norvegicum, De-
sulfomicrobium escambiense, D. vulgaris Hildenbor-
ough, Desulfovibrio gigas и Desulfovibrio desulfuricans
[2]. Таким образом, СРБ являются весьма пер-
спективными микроорганизмами для биореме-
диации анаэробных сточных и промышленных
вод, а также морских осадков, загрязненных хро-
матами.

Были изучены эффекты, оказываемые высо-
кими концентрациями хрома на клетки D. nor-
vegicum DSM 1741: бактерии были способны к де-
лению при концентрации хромата в питательной
среде до 500 мкМ. При более высоком содержа-
нии хрома морфология клеток изменялась с па-
лочковидной на филаментную. Восстановление
Cr(VI) в отсутствие сульфата не было связано с
ростом. В присутствии хромата наблюдали выход
периплазматических белков и цитохромов типа с
в окружающую среду, что свидетельствовало о
нарушении целостности внешней мембраны кле-

ток [2]. Изучение взаимодействия между Cr(VI) и
полигемовыми цитохромами на молекулярном
уровне с помощью ЯМР показало наличие в
структуре цитохромов специфических сайтов
связывания атомов хрома [54].

Был проведен сравнительный анализ хромат-
редуктазной активности полигемовых цитохромов
с, выделенных из различных видов сульфат- и се-
роредуцирующих бактерий [2]. Показано, что ак-
тивность тетрагемового цитохрома c3 из D. nor-
vegicum вдвое превышает таковую тетрагемового
цитохрома с3 из D. vulgaris Hildenborough или триге-
мового цитохрома с7 из Desulfuromonas acetoxidans
(табл. 2). Однако цитохром с553 D. vulgaris Hilden-
borough не проявлял хроматредуктазной актив-
ности, что свидетельствует о критичной важно-
сти гемов с отрицательным редокс-потенциалом
для ферментативного восстановления металлов.
Сайт-направленный мутагенез в отношении ци-
тохромов типа с подтвердил это предположение [2].

Было показано, что в дополнение к полигемо-
вым цитохромам типа с с низким редокс-потенциа-
лом, способностью к восстановлению хроматов об-
ладают периплазматические [Fe]-, [Ni–Fe]- и [Ni–
Fe–Se]-гидрогеназы, выделенные у представите-
лей родов Desulfovibrio и Desulfomicrobium. Причем
хроматредуктазная активность [Fe]-гидрогеназы
из D. vulgaris Hildenborough оказалась наиболее
высокой (табл. 2) [2]. Константа Михаэлиса по
отношению к Cr(VI) была одинаковой для [Fe]- и
[Ni–Fe–Se]-гидрогеназ, что свидетельствует о
прямой корреляции скорости восстановления
Cr(VI) до парамагнитного Cr(III) со скоростью
поглощения водорода. Эксперименты с [3Fe–
4S]-ферредоксином II из D. gigas показали, что в
процессе восстановления металлов гидрогеназа-
ми участвуют негемовые [Fe–S]-кластеры c низ-
ким редокс-потенциалом [55]. Была предложена
схема переноса электронов между активными
центрами [Ni–Fe]-гидрогеназы при восстановле-
нии хроматов (рис. 1).

Таким образом, за восстановление Cr(VI) in vivo
клетками СРБ отвечают сразу несколько фермен-
тов, имеющих низкий редокс-потенциал. Это хо-
рошо проиллюстрировал эксперимент с мутант-
ным штаммом D. vulgaris Hildenborough Hyd 100,
несущим делецию в опероне [Fe]-гидрогеназы:
такие клетки не потеряли способность восстанав-
ливать Cr(VI), хотя и осуществляли это с суще-
ственно меньшей скоростью [55].

Энзиматическое восстановление Cr(VI) поко-
ящимися клетками D. vulgaris, использующими
молекулярный водород, требует наличия в буфер-
ном растворе комплексообразующих лигандов
или хелатирующих агентов, например, таких как,
нитрилотриуксусная кислота, ЭДТА, ДТПА (диэти-
лентриаминпентауксусная кислота), пентетовая
кислота, цитрат или гидрокарбонат натрия. Стиму-
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лирующий эффект этих лигандов на скорость вос-
становления Cr(VI) коррелирует с силой связывания
иона металла лигандным/хелатирующим комплек-
сом Cr(III). Максимальную скорость восстановле-
ния Cr(VI) наблюдали при использовании ДТПА и
цитрата натрия – до 26.36–29.13 нмоль/ч на мг сухой
биомассы [57]. Применение нитрилотриуксусной
кислоты или ЭДТА в масштабных биоремедиаци-
онных процессах представляется экономически
неоправданным, в то время как бикарбонат, цитрат
и формиат в достаточном количестве присутствуют
во многих анаэробных экосистемах; в частности,
формиат может выступать как донор электронов

для биологического восстановления Cr(VI), а так-
же формировать комплекс с Cr(VI) в растворах
[57].

Токсическое воздействие Cr(VI) на клетки СРБ.
Для оценки эффекта тяжелых металлов на биоэнер-
гетический метаболизм клеток с целью выявления
наиболее устойчивых к хроматам штаммов СРБ,
пригодных для использования в биоремедиацион-
ных процессах, был предложен метод изотермаль-
ной микрокалориметрии. Эксперименты прово-
дили на Desulfomicrobium norvegicum и Desulfovibrio
vulgaris Hildenborough [58]. Было показано, что в
присутствии высоких (125–250 мкМ) концентра-

Таблица 2. Скорость восстановления хрома и мышьяка различными ферментами, выделенными и очищенными
из клеток СРБ [по 2, 55, 56]

Фермент Микроорганизм
Скорость 

восстановления,
мкмоль/мин на мг белка

Цитохром с3 Desulfovibrio vulgaris Hildenborough 391 (Cr)
Цитохром с3 Desulfomicrobium norvegicum 739 (Cr)
Цитохром с7 Desulfuromonas acetoxidans 557 (Cr)
Цитохром с3 H35M Desulfovibrio vulgaris Hildenborough 400 (Cr)
Цитохром с3 H22M Desulfovibrio vulgaris Hildenborough 341 (Cr)
[Fe]-гидрогеназа Desulfovibrio vulgaris Hildenborough 7679 (Cr)
[Ni-Fe-Se]-гидрогеназа Desulfomicrobium norvegicum 161 (Cr)
[Ni-Fe]-гидрогеназа Desulfovibrio fructosovorans 80 (Cr)
Арсенатредуктаза (мембранная) Desulfomicrobium sp. 98 (As)
Арсенатредуктаза (цитоплазматическая) Desulfovibrio sp. 1.6 (As)

Рис. 1. Предполагаемый механизм восстановления хромата [Ni–Fe]-гидрогеназами СРБ [по 55].
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ций Cr(VI) наступает ингибирование роста, которо-
му сопутствует выделение энергии. По всей види-
мости, СРБ используют энергию, полученную при
катаболизме лактата, на понижение вначале ОВП
среды. Таким образом, восстановление Cr(VI) до
Cr(III) может выполнять защитную функцию, поз-
воляющую клеткам поддерживать условия внеш-
ней среды пригодными для жизни [58]. Эффект,
оказываемый Cr(VI) на клетки, сопоставим с
описанной ранее реакцией представителей рода
Desulfovibrio на окислительные стрессы, при кото-
рой также наблюдалось отсутствие роста и изме-
нение морфологии клеток [59].

Однако недавно было показано, что не только
высокие концентрации Cr(VI) как таковые, но и
снижение температуры, а также соотношение до-
нор/акцептор и концентрации хромата оказывают
значительное отрицательное влияние на жизнеспо-
собность клеток D. vulgaris Hildenborough [60]. При
этом поиск эффективных средств, защищающих
клетки бактерий от токсического воздействия тяже-
лых металлов показал, что в процессе восстановле-
ния хромата цитрат может не только выступать как
источник углерода, но и маскировать токсичность
шестивалентного хрома (значение ингибирующей
концентрации IC50 цитрата было выше, чем у лак-
тата), и что цитрат в водном растворе также может
выполнять роль эффективного антиоксиданта [61].

Аккумуляция хрома клетками СРБ. С помощью
трансмиссионной электронной микроскопии и
анализа химического состава клеток была иссле-
дована аккумуляция хрома клетками D. vulgaris
Hildenborough, выращенных при довольно высо-
кой (250 мкМ) концентрации Cr(VI). Элементный
анализ показал, что аккумуляция восстановленно-
го трехвалентного хрома в ранней логарифмиче-
ской фазе роста культур происходила не только на
поверхности клетки, но и на внешней и внутрен-
ней мембранах [3].

Минеральные отложения, как связанные с
клетками, так и находящиеся в окружающей среде,
имели одинаковые спектроскопические характери-
стики. Они состояли из Cr(III), фосфата и неболь-
ших количеств кальция – предполагаемая формула
соединения Ca0.34Cr0.7735(PO4). Таким образом, бы-
ло получено прямое доказательство минерализа-
ции хрома на биологических мембранах с точным
определением его степени окисления [3].

Несмотря на то, что специфическая транс-
портная система для хрома в клетках бактерий, по
всей видимости, отсутствует, он может проникать
в последние посредством сульфатного пути, как
это было описано для Pseudomonas fluorescens [62].
По-видимому, и в клетки D. vulgaris Hildenborough
хром проникает через сульфатную транспортную
систему [3]. Внутриклеточное образование H2S мо-
жет вносить свой вклад в осаждение хроматов, од-
нако данные электронной микроскопии говорят

в пользу именно биологического осаждения, про-
исходящего с участием периплазматических или
мембран-связанных цитохромов с3 и гидрогеназ
[3, 55].

Процесс восстановления Cr(VI) клетками ча-
сто рассматривается как адаптивная стратегия,
позволяющая привести ОВП окружающей среды
к оптимальному уровню [58]. Однако минераль-
ные отложения уменьшают свободную площадь
поверхности клетки, приводя, в конечном счете,
к ее гибели в условиях высоких концентраций
хромата и формированию отложений фосфатов
хрома в среде [3]. Такая адаптация, по всей види-
мости, может использоваться СРБ не только в
присутствии Cr(VI), но и ряда других токсичных
металлов – Tc(VII), U(VI), Pd(II), V(V) и др.

Восстановление Cr(VI) смешанными культурами
СРБ, иммобилизованными клетками и клетками в
биопленках. Способность некоторых смешанных
культур СРБ в составе биопленок к восстановлению
даже 500 мкМ растворов Cr(VI) с использованием
лактата весьма высока. Так, было показано, что че-
рез 48 ч культивирования 88% Cr(VI) было удале-
но из раствора [63].

Было проведено сравнение скорости восстанов-
ления Cr(VI) биопленками, содержащими клетки
D. norvegicum и консорциум СРБ (названный CH10),
выделенный из выработанной шахты золотодо-
бычи, при росте на ацетате и CO2 c H2 в качестве
источника электронов. Периодическое культиви-
рование с использованием прикрепленных биопле-
нок консорциума CH10 показало, что в присут-
ствии 500 мг/л H2S (химическое восстановление
хромата) за 15 мин было восстановлено 50 мг/л
Cr(VI), в то время как в отсутствие H2S клеткам тре-
бовался 1 ч, чтобы восстановить 16 мг/л Cr(VI) в хо-
де ферментативного процесса. При непрерывном
культивировании биопленок, содержащих клетки
CH10 и D. norvegicum, максимальная скорость вос-
становления Cr(VI) достигала 90 мг/л ч–1 г–1 белка.
Необходимо отметить, что хромат оказывал нега-
тивное влияние на способность клеток СРБ к
восстановлению сульфата, тем не менее, клетки
сохраняли свою жизнеспособность [64].

СРБ, иммобилизованные на цеолите, способ-
ны удалять из загрязненной морской воды Cu(II),
Ni(II), Cr(VI) в микромолярных концентрациях с
эффективностью до 98, 90 и 99% соответственно
[65].

Необходимо напомнить, что в присутствии
больших концентраций сульфата образуется мно-
го сульфида, который ингибирует рост бактерий
и снижает эффективность восстановления Cr(VI).
Эксперимент с микрокосмами с добавлением ор-
ганического субстрата-носителя (viscous carbon
and sulfate-releasing colloidal substrates, VCSRCS,
медленно высвобождает в среду источник углеро-
да и сульфат), показал 100% восстановление ше-
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стивалентного хрома с образованием осадков
Cr(OH)3 и Cr2O3. Добавление VCSRCS вызывало
увеличение общей популяции бактерий, экспрес-
сию гена dsrA (кодирующего α-субъединицу дис-
симиляционной (би)сульфитредуктазы в клетках
СРБ), и восстановление Cr(VI). В составе мик-
робного сообщества микрокосма (биобарьер) были
детектированы представители родов Exiguobacte-
rium, Citrobacter, Aerococcus и некольких родов СРБ
[66].

Консорциум СРБ, выделенный из загрязнен-
ных донных осадков у морского побережья Гон-
конга (КНР), практически полностью (98.5%)
ферментативно восстанавливал 600 мкМ Cr(VI)
за 168 ч со скоростью 0.5 г Cr6+/г белка в час. При
использовании Cr(VI) в качестве единственного
акцептора электронов в бессульфатной питатель-
ной среде скорость его восстановления снижа-
лась в два раза [67].

С использованием биореактора изучали также
влияние начальных концентраций хромата, раз-
личных источников углерода, температуры и вре-
мени инкубации с загрязненными сточными во-
дами на процессы восстановления сульфата и
хрома(VI) консорциумом СРБ [68]. Было показа-
но, что максимальное удаление хромата (96.8%) и
сульфата (82%) происходило при росте на лакта-
те, температуре 37°C и при начальной концентра-
ции Cr(VI) 50 мг/л. Поскольку НАДН-зависимая
хроматредуктазная активность обнаружена не
была, это свидетельствовало об анаэробной при-
роде консорциума [68]. В аналогичном проточ-
ном анаэробном биореакторе c активным илом
при одновременном наличии в среде сульфатов и
хроматов было показано два пути восстановления
и удаления хроматов: химическое восстановление
хромата образованным бактериями сульфидом
(90%), а оставшиеся 10% приходились на прямое
ферментативное восстановление хрома(VI) [69].
При анализе микробного сообщества биореакто-
ра оказалось, что СРБ составляли 11.1% всего бак-
териального сообщества, таким образом, они
могли играть основную роль в удалении хроматов
в биореакторе. Также, были детектированы бак-
терии рода Microbacterium, способные к использо-
ванию Cr(VI) как акцептора электронов, и воз-
можно, они также отвечают за ферментативное
восстановление хрома [69].

В поддержку смешанного механизма восста-
новления Cr(VI) в присутствии сульфата выска-
зываются и другие исследователи [70], которые
выделили и охарактеризовали из промышленных
стоков, содержащих Cr(VI), высокоустойчивый к
нему штамм Desulfovibrio, способный восстанав-
ливать 500 мг/л хрома при рН 7.0 и 35°C в течение
24 ч. Кинетические расчеты показали, что основ-
ную роль в восстановлении хрома играет образо-

вание H2S под действием бактериальных редуктаз
[70].

Весьма эффективным для биоремедиации
Cr(VI) оказался бионанокатализатор Bio-Pd(0),
представляющий собой наночастицы палладия,
восстановленного и затем адсорбированного по-
коящимися клетками D. vulgaris NCIMB 8303 и
D. desulfuricans NCIMB 8307 [71]. Авторами была
предложена трехступенчатая схема очистки, при
которой водород в качестве донора электронов
вырабатывается E. coli в процессе переработки са-
харосодержащих сточных вод, затем часть его ис-
пользуется D. desulfuricans для восстановления
Pd(II) до Pd(0) из жидких стоков предприятий
электронной промышленности с использовани-
ем гидрогеназы, а оставшееся количество водоро-
да – в опосредованном Bio-Pd(0) восстановлении
Cr(VI) до гораздо менее токсичного Cr(III). Процесс
восстановления Cr(VI) c помощью каталитических
суспензий клеток был схож с использованием Bio-
Pd(0) как на основе D. vulgaris, так и D. desulfuri-
cans, достигая 170 нмоль Cr(VI)/мг Bio-Pd(0) в
час. При использовании иммобилизованных в
агарозном матриксе клеток D. vulgaris наиболее
эффективное восстановление было достигнуто
при следующих условиях непрерывного культи-
вирования – 7.5 мг Bio-Pd(0)/мл агара (соотно-
шение сухой биомассы клеток к палладию 3 : 1),
концентрации Cr(VI) 100 мкМ и скорости прото-
ка 1.75 мл/ч [71].

ВОССТАНОВЛЕНИЕ
И АККУМУЛЯЦИЯ КАДМИЯ КЛЕТКАМИ 
СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ

Одними из самых устойчивых СРБ к высоким
концентрациям кадмия являются штаммы Desul-
fovibrio desulfuricans DSM 1926 и Desulfococcus mul-
tivorans DSM 2059. Они способны окислять лактат
и осуществлять процесс сульфатредукции в при-
сутствии 0.5 мМ CdCl2 [72]. Трансмиссионная
электронная микроскопия выявила аккумулирова-
ние кадмия внутри клеток и в периплазме. Анализ
известных генетических детерминант устойчивости
бактерий к тяжелым металлам выявил у этих штам-
мов, а также у Desulfomicrobium norvegicum I1, гены
smtAB (имеющие высокую гомологию транслиро-
ванных нуклеотидных последовательностей к ме-
таллотионеинам Synechococcus spp.), а также гены
системы устойчивости к кадмию – cadA (кодиру-
ет АТФазу P-типа, участвующую в транспорте
ионов тяжелых металлов через клеточную мем-
брану), cadC (регуляторный ген для cadA) и cadD
(кодирует металл-связывающий белок). Эти дан-
ные свидетельствуют о присутствии сразу не-
скольких генетических механизмов устойчивости
к кадмию в клетках исследованных СРБ [72].
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Использование СРБ для эффективной биоре-
медиации загрязненных кадмием почв может
оказывать положительный экологический эф-
фект. Хотя эти технологии и не приводят к умень-
шению общего количества Cd, но значительно
изменяют его распределение между геохимиче-
скими фракциями. Полученные результаты [33]
показали, что внесение культур СРБ в переувлаж-
ненную почву способно существенно, примерно
на 70%, снизить долю обменной фракции кадмия,
которая легко поглощается растениями и попада-
ет в пищевые цепи, и, таким образом, уменьшить
его биодоступность в почве. Необходимо отме-
тить, что скорость сульфатредукции падает при
возрастании общей концентрации кадмия в за-
грязненной почве [33].

Результаты многолетних экспериментов в
анаэробном биореакторе показали, что внесение
Cd(II) приводило к усилению удаления сульфатов
и образованию CdS. Большая часть водного Cd(II)
(86.3%) удалялась в ходе реакций осаждения. Уста-
новлено, что образующиеся осадки были представ-
лены преимущественно в карбонатной, Fe–Mn ок-
сидной, сульфидно-связанной формах, на долю
которых приходилось 92.6–93.9% общего содер-
жания кадмия. Доминирующими СРБ в биореак-
торе оказались представители родов Desulfurella,
Desulforhabdus и Desulfovibrio, а в качестве основ-
ных конкурентов с ними за утилизацию субстрата
были идентифицированы метаногенные археи
[73].

Также было продемонстрировано удаление
кадмия из загрязненных стоков с помощью био-
реактора с имитацией анаэробных условий на за-
болоченных территориях. Внесение сульфата и
органического субстрата в виде лигноцеллюлозы
позволили, благодаря росту СРБ, существенно
увеличить эффективность удаления кадмия и
цинка за счет их осаждения в виде сульфидов [74].

ВОССТАНОВЛЕНИЕ И АККУМУЛЯЦИЯ 
МЫШЬЯКА КЛЕТКАМИ 

СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ

Первой описанной СРБ, способной к восста-
новлению арсената, была Desulfotomaculum auri-
pigmentum, первоначально описанная как штамм
OREX-4 [75]. D. auripigmentum получает энергию в
ходе восстановления сульфата или арсената (при
концентрации до 5 мМ), причем последний явля-
ется более энергетически выгодным. И арсенат-,
и сульфатредукция ингибируются молибдатом
[76]. Осаждение арсенита клетками СРБ проис-
ходит за счет сопряжения процессов восстановле-
ния S(VI) до S(-II) и арсената As(V) до As(III),
приводящего к появлению в растворе сульфид-
ионов, которые связываются c арсенитом, форми-
руя нерастворимый трисульфид мышьяка (As2S3),

химическая стабильность которого сильно зави-
сит от pH [75, 77–80].

Детальное изучение процесса аккумуляции
мышьяка показало, что для него крайне важно
определенное соотношение скоростей восстанов-
ления сульфата и арсената, так как этот процесс
происходит только тогда, когда концентрация арсе-
нита в растворе достигает 1 мМ, а содержание суль-
фита все еще невелико (0.01–0.1 мМ) [75]. Транс-
миссионная электронная микроскопия показала,
что осадок As2S3 может быть локализован как вне-,
так и внутриклеточно. Накопление его со сторо-
ны внутренней мембраны не случайно, так как,
предположительно, восстановление арсената со-
пряжено с работой электрон-транспортной цепи
(ЭТЦ) [75]. Восстановление сульфата клетками
D. auripigmentum происходит только после того,
как весь арсенат в растворе оказывается восста-
новленным до арсенита [75, 76].

В 2000 г. были описаны две новые СРБ, кото-
рые, в отличие от D. auripigmentum, были способ-
ны к одновременному восстановлению сульфата
до сульфида и арсената до арсенита; лактат окис-
лялся ими неполностью, до ацетата [56]. Штамм
Ben-RA был отнесен к роду Desulfovibrio, штамм
Ben-RB – к роду Desulfomicrobium. Скорости ро-
ста, а также процессов восстановления сульфата
(8.3–9.6 мМ) и арсената (3.1–5.1 мМ) у этих СРБ
были выше, чем у D. auripigmentum [56, 75]. Про-
цесс сульфатредукции, осуществляемый штам-
мом Ben-RB, не ингибировался арсенатом, а ар-
сенат мог использоваться в качестве конечного
акцептора электронов при росте на минимальной
питательной среде в отсутствие сульфата. Зависи-
мая от бензилвиологена активность арсенатре-
дуктазы была выше в клетках, растущих на суль-
фате/арсенате, по сравнению с клетками, расту-
щими только на сульфате [56].

Штаммы Ben-RA и Ben-RB используют раз-
личные механизмы для восстановления арсената.
В случае Ben-RA этот процесс не способен обес-
печивать рост клеток. В геноме этого штамма был
обнаружен гомолог гена arsC, входящего в R773
ars плазмидный оперон E. coli, который кодирует
систему устойчивости к арсенату [56]. Предпола-
гается наличие у штамма Ben-RA ArsC-подобного
белка, обеспечивающего защиту клеток путем вос-
становления арсената As(V) до арсенита As(III).
Это первый случай обнаружения системы устой-
чивости к арсенату у строгих анаэробов. Desulfo-
microbium Ben-RB не имеет R773-подобной систе-
мы устойчивости к арсенату, вместо этого он осу-
ществляет арсенатное дыхание, так как способен
расти на минимальной питательной среде в при-
сутствии As(V). Клетки Ben-RB, растущие на арсе-
нате, обладают активной арсенатредуктазой (табл.
2), которая связана с клеточной мембраной. Она
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представляет собой цитохром с-типа или ассоции-
рована с ним [56].

В удалении мышьяка из загрязненных вод
клетками СРБ большую роль играет сопряжен-
ность процессов сульфат- и арсенатредукции,
идущих в присутствии Fe(II), которое обеспечи-
вает соосаждение сульфидов железа и мышьяка.
Ключевыми ферментами в этих процессах явля-
ются диссимиляционная (би)сульфитредуктаза
(dsrAB) и диссимиляционная арсенатредуктаза
(arrA) [77].

ВОССТАНОВЛЕНИЕ 
И АККУМУЛЯЦИЯ СЕЛЕНА КЛЕТКАМИ 
СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ

Несмотря на то, что СРБ, вероятно, не явля-
ются самыми эффективными микроорганизмами
в биоремедиации экосистем от селена в высоких
концентрациях, наличие у них металл-редуктазной
активности широкого спектра действия делает
целесообразным использование этих бактерий
для биоремедиации сточных вод, в которых одно-
временно присутствуют несколько токсичных
металлов и металлоидов. Необходимо отметить,
что большинство СРБ весьма чувствительны к
воздействию селена, так как он структурно схо-
ден с сульфатом и способен ингибировать как ас-
симиляционную, так и диссимиляционную суль-
фатредукцию [81, 82]. На D. vulgaris Hildenborough
было показано, что внесение Se в питательную
среду приводит к сильному ингибированию син-
теза периплазматических [Fe–Fe] и [Ni–Fe]-гид-
рогеназ, но к активации синтеза [Ni–Fe–Se]-гид-
рогеназы [83].

Восстановление оксианионов селена в кон-
центрации 200 мкМ биопленками, содержащими
клетки D. norvegicum, показало, что применение
СРБ в биореакторах при росте на лактате (или во-
дороде) и сульфате для эффективного удаления
селена из загрязненных сточных вод потенциально
возможно [84, 85]. В условиях лимитирования по
сульфату селен ферментативно восстанавливался
до селенида. При избытке сульфата восстановление
селената преимущественно шло до элементного се-
лена. Эксперименты с отмытыми клеточными сус-
пензиями показали, что высокие концентрации
сульфата ингибируют процесс специфического
восстановления селената, тем не менее, увеличе-
ние биомассы за счет инкубации растущих клеток
с избытком сульфата приводило к возрастанию
скорости удаления вносимого селената. Ингиби-
рующий эффект уменьшался при добавлении не-
больших количеств сульфита/тиосульфата [85].

Трансмиссионная электронная микроскопия
показала, что элементный селен откладывается в
виде сферических гранул, ассоциированных с
клетками СРБ. Локализация гранул была преиму-

щественно периплазматической, но встречались
также и внеклеточные преципитаты [84, 85]. Эти
преципитаты формируются за счет абиотической
реакции с образуемым в ходе диссимиляционной
сульфатредукции сульфидом в условиях низкого
ОВП и темноты. Когда биопленки с СРБ поме-
щали в питательную среду, содержащую селенит,
внутри их матрикса формировались селено-сер-
ные гранулы [84].

Описана также способность СРБ восстанавли-
вать селенаты и селениты с образованием летучих
соединений. Так, некоторые представители рода
Desulfovibrio продуцируют диметилселенид и ди-
метилдиселенид, при этом D. gigas выделяет при-
близительно в 10 раз больше этих соединений,
чем D. vulgaris [86].

Эффективное, вплоть до 97%, удаление оксиа-
нионов селена из загрязненных вод (до 790 мкг
Se/л) сообществом СРБ было также продемонстри-
ровано с использованием анаэробных биореакто-
ров с иловой площадкой и восходящим потоком
жидкости (технология Upflow Anaerobic Sludge
Blanket, UASB) при нейтральном pH, температуре
30°C, с внесением сульфата и лактата. Рентгено-
структурный анализ показал, что селенаты в про-
цессе восстановления частично конвертировались
в коллоидные наночастицы Se0 и внутри клеток
накапливался элементный селен [87].

ВОССТАНОВЛЕНИЕ 
И АККУМУЛЯЦИЯ ТЕХНЕЦИЯ КЛЕТКАМИ 

СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ

С началом изучения восстановления U(VI)
клетками Micrococcus lactyliticus предполагалась
параллельная возможность использования вос-
становления пертехнетата микроорганизмами в
качестве основы биотехнологического метода
очистки загрязненных Tc(VII) стоков [46, 88], так
как известно, что несколько форм низковалент-
ных оксидов технеция нерастворимы. Изучение
восстановления технеция клетками D. desulfuri-
cans, имеющего большой биоремедиационный
потенциал в отношении загрязненных сточных
вод, подтвердило эти предположения [89].

Покоящиеся клетки D. desulfuricans эффективно
осуществляли процесс восстановления Tc(VII), со-
пряженный с окислением различных доноров
электронов. Трансмиссионная электронная мик-
роскопия показала, что восстановленный техне-
ций осаждался в виде частиц нерастворимого
низковалентного оксида эндогенно по периметру
клеток. При наличии в среде лактата и сульфата
наблюдалось формирование внеклеточных отло-
жений сульфида технеция. Отношение сульфида
к технецию в этих отложениях было очень высоким
(5 : 1); в этом случае практически весь радионуклид
был связан с H2S и локализован внеклеточно. Оп-
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тимальным донором электронов для биотранс-
формации технеция являлся водород, однако вы-
сокие скорости восстановления наблюдались и
при росте клеток D. desulfuricans в проточном био-
реакторе на формиате и пирувате. Ферментатив-
ная активность сохранялась в течение нескольких
недель и не ингибировалась кислородом [90].

В процесс восстановления Tc(VII) 
клетками D. desulfuricans с использованием фор-
миата или водорода в качестве донора электронов
вовлечена периплазматическая гидрогеназа, по-
скольку соли Cu(II) ингибировали ферментатив-
ное восстановление технеция [90]. Однако этот
процесс был устойчив к 10–100 мМ нитрата, в
особенности, при росте культур на водороде. Оп-
тимальные условия – pH 5.5 и температура 20°С
[91]. Скорость восстановления Tc(VII) клетками
D. desulfuricans с использованием H2 (0.8 ммоль
восстановленного технеция/г сухой биомассы в
час) была в 64 раза выше, чем клетками E. coli ди-
кого типа, обладающими формиат-водород-лиаз-
ным комплексом. Иммобилизованные клетки
D. desulfuricans в биореакторе восстанавливали
80% радионуклида за 1.5 ч, тогда как клетки E. coli
дикого типа – за 24.3 ч [91].

Ферменты, отвечающие за восстановление
технеция клетками СРБ, были впервые изучены у
D. fructosovorans. Показано, что этот процесс in vivo
обусловлен активностью периплазматической
[Ni–Fe]-гидрогеназы. Это подтверждалось необ-
ходимостью присутствия H2 в качестве донора
электронов, ингибирующим эффектом Cu(II),
устойчивостью к O2, а также резкой потерей спо-
собности к восстановлению Tc(VII) мутантным
штаммом с делецией оперона [Ni–Fe]-гидрогеназы
[92]. Константа Михаэлиса для восстановления тех-
неция(VII) клетками D. fructosovorans (2 мМ) была
выше, чем в случае D. desulfuricans (0.5 мМ) [91,
92]. Скорость восстановления Tс(VII) покоящи-
мися клетками D. fructosovorans в отсутствие суль-
фата составляла 7 ммоль восстановленного техне-
ция/г сухой биомассы в час [92], что было почти в
10 раз выше, чем у D. desulfuricans. С использова-
нием экстрактов клеток и очищенной [Ni–Fe]-
гидрогеназы D. fructosovorans было показано, что в
присутствии водорода Tc(VII) восстанавливается
до растворимого Tc(V) или выпадает в виде нерас-
творимого черного осадка, в зависимости от хими-
ческого состава используемого буферного раствора.
В данном процессе участвует также цитохром с3, яв-
ляющийся физиологическим акцептором элек-
тронов для гидрогеназы и реактивирующий ее.
Высокая эффективность и скорость ферментатив-
ного восстановления Tc(VII) клетками D. fructosovo-
rans в широком спектре температур (10–40°C) и pH
(от 5.5 до 8.0) делает этот микроорганизм весьма
перспективным для применения в биоремедиа-
ции сточных вод от солей технеция [92].

( )4TcO−

ВОССТАНОВЛЕНИЕ УРАНА КЛЕТКАМИ 
СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ
Традиционно считалось, что наблюдаемое в

природе восстановление урана в сульфидогенных
зонах является неферментативным и обусловлено
присутствием сульфидов [93]. Позднее было по-
казано, что сульфид плохо восстанавливает уран
[94].

Впервые способность СРБ восстанавливать
уран была показана на типовом штамме D. desul-
furicans ATCC 29577 [51]. При использовании сус-
пензии отмытых клеток в бикарбонатном буфер-
ном растворе с лактатом или H2 в качестве донора
электронов наблюдалось быстрое уменьшение
количества уранил-иона U(VI) в растворе (от 1.0
до 0.15 мМ за 3 ч) и сопутствующее ему увеличе-
ние концентрации нерастворимого уранинита
U(IV). В отсутствие донора электронов или же
после термической обработки при 80°С, приводя-
щей к гибели клеток, восстановления U(VI) не
наблюдалось. Скорость ферментативного восста-
новления U(VI) была сравнима с таковой у желе-
зо(III)-редуцирующих бактерий и была гораздо
выше скорости химического восстановления U(VI)
сульфидом. Восстановленный уран имел внекле-
точную локализацию; его можно было наблюдать
в суспензии клеток в виде черного осадка, кото-
рый состоял из U(IV)-содержащего минерала
уранинита (настурана). Присутствие в растворе
сульфата не оказывало значительного эффекта на
восстановление U(VI), а добавление U(VI) не из-
меняло скорость сульфатредукции (эти процессы
осуществлялись клетками параллельно); азид и
предварительная аэрация клеток также не влияли
на процесс восстановления урана D. desulfuricans.
Авторы отмечали, что способность D. desulfuricans
к ферментативному восстановлению урана делает
этот микроорганизм перспективным для приме-
нения в биоремедиации загрязненных природ-
ных вод и антропогенных отходов, в частности,
это позволяет использовать хемостат при условии
внесения небольших количеств сульфата для
обеспечения энергетического метаболизма кле-
ток [51].

На интактных клетках D. desulfuricans DSM
642, иммобилизованных в полиакриламидном ге-
ле, была показана возможность ферментативного
восстановления Cr(VI), Mo(VI), Se(VI) и U(VI) в
биореакторе при их начальных концентрациях
0.5–1.0 мМ с использованием лактата или водо-
рода в качестве донора электронов. Выпадение в
осадок нерастворимых форм металлов происхо-
дило в течение 25–37 ч с эффективностью удале-
ния из раствора 86–96% [95].

В основе ферментативного восстановления
U(VI) сульфатредукторами лежит цитохром с3,
что было показано на клетках D. vulgaris Hilden-
borough [88]. Наблюдалось восстановление U(VI)
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фракцией цитохрома с3 в присутствии H2 и гидро-
геназы. В то же время, гидрогеназа не демонстри-
ровала способности к самостоятельному восста-
новлению U(VI). Быстрое восстановление U(VI)
сопровождалось последующим медленным оса-
ждением уранинита. Дальнейшие исследования в
этом направлении показали, что D. vulgaris спосо-
бен расти как при дыхании только с U(VI), так и
при одновременной сульфатредукции. Биоген-
ный сульфид неферментативно восстанавливал
76% U(VI) и значительно увеличивал общую ско-
рость восстановления в отсутствие Fe(II). Обра-
зованные твердые вещества представляли собой
нанокристаллы уранинита (UO2), связанные с
белками [96].

В 2004 г. описали детальный путь переноса
электронов в процессе восстановления сульфата,
Fe(III) и U(VI), объясняющий, почему данные
металлы не могут обеспечивать рост СРБ [97].
Цитохром c3 задействован в переносе электронов
при окислении лактата и пирувата, но не H2, и од-
новременно представляет собой редуктазу для
альтернативных акцепторов электронов с более
высоким редокс-потенциалом, чем сульфат. Осо-
бое внимание в этой работе уделялось процессу
трансформации клетками СРБ U(VI) в U(IV) с

высокой эффективностью, выше 90%. Однако
несмотря на то, что СРБ могут выдерживать кон-
центрации U(VI) вплоть до 24 мМ [98], большин-
ство из них, включая D. desulfuricans, не способны
расти с использованием U(VI) в качестве един-
ственного акцептора электронов и нуждаются в
сульфате [99]. Исключением являются D. vulgaris
UFZ B490 [100] и Desulfotomaculum reducens [101].
Было предложено два альтернативных пути пере-
носа электронов с органического донора в ЭТЦ,
один из которых включает в себя цитохром c3, не
задействованный в H2-зависимом восстановле-
нии сульфата (рис. 2) [97]. Более поздние иссле-
дования показали, что в процесс восстановления
U(VI) вовлечена периплазматическая [Fe–Fe], а
не [Ni–Fe]-гидрогеназа, которая участвует в вос-
становлении растворимого Fe(III) [102].

Для D. reducens, клетки которого способны
восстанавливать U(VI) с бутиратом или H2 в каче-
стве донора электронов и содержат лишь один
цитохром c-типа (тригемовый цитохром с552, ко-
дируемый генами dred_0700 и dred_0701), была
предложена гипотеза переноса электронов с уча-
стием этого цитохрома и пула хинонов на U(VI)
или растворимый Fe(III) как акцепторов электро-
нов. Изучение электронных микрофотографий

Рис. 2. Предполагаемая модель различных путей переноса электронов на сульфат с Н2, лактата и пирувата c участием
цитохрома с3 и [Ni–Fe]-гидрогеназы [по 97].

Периплазма

Цитоплазма

2H+ + 2e

2H+ + 2e

2H+ + 2e

2H+

H2

H2

SO3 редуктаза

2H+

Fe2+

Fe3+

2e

2e

2e

Лактат АцетатПируват

Fe-гидрогеназа
–410 мВ

+770 мВ

–330 мВ

Ni-Fe-гидрогеназа
–410 мВ

Цит. с3



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 2  2023

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СУЛЬФАТРЕДУЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ 145

D. reducens после восстановления U(VI) показало,
что этот процесс ассоциирован с клеточной стен-
кой, поскольку аккумулирование U(IV) происхо-
дило по обеим сторонам цитоплазматической
мембраны, а цитохром c552 является наружным
трансмембранным белком. Связанная с мембра-
ной [Fe–Fe]-гидрогеназа также может быть во-
влечена в восстановление U(VI), перенося элек-
троны с H2 на цитохром c552, выполняющий роль
терминальной редуктазы [103].

Было также показано, что Fe(III) и U(VI)
должны быть восстановлены перед началом про-
цесса сульфатредукции; из этого можно сделать
вывод, что при взаимодействии клеток СРБ с тя-
желыми металлами периплазматический цито-
хром с3 осуществляет защитную функцию, как
это было ранее описано для кислородных стрессов
[59], способствуя немедленному восстановлению
окисленных соединений с редокс-потенциалом,
превышающим таковой для сульфата (220 мВ), что
предотвращает окисление макромолекул клеток
[97].

Процесс восстановления урана клетками D. de-
sulfuricans, как и восстановление хрома клетками
D. vulgaris (см. выше), не ингибируется наличием
в растворе сульфата и солей никеля, магния, ко-
бальта, цинка, магния, марганца, ванадия, мо-
либдена и селена, но существенно снижается
присутствием солей меди [98].

Для изучения подвижности U(VI) в щелочных
условиях, при которых минералы железа распро-
странены повсеместно, были протестированы
высокие (30 мМ) и низкие (1 мМ) концентрации
карбоната, а также присутствие и отсутствие
Fe(III). При высоких концентрациях карбоната
(рН 9.6) восстановление U(VI) до плохо раство-
римого U(IV) замедлялось. В условиях с низким
содержанием карбоната имеет место микробное
восстановление сульфатов и накопление водного
сульфида, при этом уран удалялся из раствора в
виде смеси фосфатов U(IV) и U(VI). В этих услови-
ях такие СРБ, как Desulfosporosinus sp., значительно
увеличивали численность своей популяции. Ре-
зультаты показали влияние концентрации карбона-
тов на образование и растворимость урана в щелоч-
ных условиях, что позволяет контролировать захо-

ронения среднеактивных отходов радионуклидов и
радиоактивно загрязненные почвы [104].

УЧАСТИЕ МЕТАЛЛ-РЕДУКТАЗ 
И ТИОРЕДОКСИН-

ТИОРЕДОКСИНРЕДУКТАЗНОЙ СИСТЕМЫ 
ОПЕРОНА MRE В ВОССТАНОВЛЕНИИ 

ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ И МЕТАЛЛОИДОВ
Внимание исследователей было сосредоточе-

но, в основном, на механизмах восстановления
тяжелых металлов, металлоидов и радионуклидов
цитохромами с-типа и периплазматическими
гидрогеназами СРБ. Однако изучение мутантно-
го штамма D. desulfuricans G20, лишенного актив-
ности цитохрома с3, показало, что при невозмож-
ности восстанавливать U(VI) с использованием
Н2, клетки сохраняют способность к росту и вос-
становлению урана при росте на лактате [105].

Для обнаружения дополнительного механиз-
ма, вовлеченного в восстановление U(VI) клетка-
ми D. desulfuricans G20, методом транспозонного
мутагенеза была создана библиотека мутантных
клонов, которые были проверены на устойчи-
вость к U(VI) [15]. Был получен чувствительный
мутант Thio1, не способный ни к росту в присут-
ствии 2 мM U(VI) (а также в присутствии 100 мкМ
Cr(VI) и 20 мМ As(V)) в лактат-сульфатной среде,
ни к восстановлению урана и хрома в суспензии
отмытых клеток. Сайт транспозонной инсерции
был идентифицирован как ген, кодирующий бе-
лок-рецептор цАМФ. Остальная часть оперона
mre (metal reduction) содержала 8 генов, по мень-
шей мере, три из которых (mreG, mreD и mreE) во-
влечены в процесс восстановления U(VI), Cr(VI)
и As(V). Весь оперон мутанта имел негативную
регуляцию экспрессии, в том числе и при инкуба-
ции клеток с U(VI) [15]. Этот оперон (за исключе-
нием отсутствия гена mreI) оказался схож с оперо-
ном mre в геноме D. vulgaris Hildenborough (рис. 3).

Продукт гена mreG оперона mre был аннотиро-
ван в базе данных NCBI как белок семейства пиру-
ват:ферредоксин/флаводоксин оксидоредуктаз.
Очищенная оксидоредуктаза MreG D. desulfuri-
cans демонстрировала способность к восстанов-
лению как U(VI), так и Cr(VI) в присутствии тио-
редоксина, тиоредоксинредуктазы и НАДФН,

Рис. 3. Оперон mre сульфатредуцирующей бактерии Desulfovibrio vulgaris. Под каждым геном даны референтный номер
кодирующей области согласно базе данных NCBI GenPept и название кодируемого белка.
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обеспечивая эффективный цитоплазматический
механизм восстановления этих металлов [15]. Та-
ким образом, оксидоредуктаза MreG является
принципиально новой цитоплазматической ме-
талл-редуктазой в клетках СРБ.

В геноме Desulfotomaculum reducens были обна-
ружены три открытые рамки считывания, анно-
тированные как гены, кодирующие тиоредоксины
(dred_0762, dred_0904 и dred_2669), но только
один из них (dred_2669) образует оперон с геном
тиоредоксинредуктазы (dred_2670) и, предполо-
жительно, может участвовать в восстановлении
U(VI) [103].

Тиоредоксин служит цитоплазматическим до-
нором электронов для многих биологических ре-
акций [106]. В опероне mre он кодируется геном
mreD, а тиоредоксинредуктаза – геном mreE. Для
демонстрации участия тиоредоксина в работе ме-
талл-редуктазы mreG клетки D. desulfuricans G20
инкубировали с кадмием, поскольку он оказыва-
ет специфическое ингибирующее воздействие на
тиоредоксины. Добавление 20 мкМ CdCl2 в при-
сутствии 2 мМ U(VI) вызывало ингибирование
роста D. desulfuricans G20 на лактат-сульфатной
среде. Суспензия отмытых клеток D. desulfuricans
G20 при добавлении CdCl2 также теряла способ-
ность к восстановлению U(VI). Этот факт свиде-
тельствует о важной роли тиоредоксина в восста-
новлении урана(VI) до урана(IV), поскольку тио-
редоксин является цитоплазматическим донором
электронов для металл-редуктазы mreG [15].

Выключение оперона mre приводило к потере
клетками способности расти в присутствии As(V).
Было высказано предположение, что арсенат-ре-
дуктаза D. desulfuricans также нуждается в тиоре-
доксине как доноре электронов [15]. Авторами
были охарактеризованы функции четырех из
восьми генов оперона mre у D. desulfuricans – ок-
сидоредуктазы (mreG), тиоредоксина (mreD), тио-
редоксинредуктазы (mreE) и промотора (mreC).
Функции четырех других генов остаются пока вы-
ясненными не до конца. Наличие чрезвычайно
сходного оперона в геноме D. vulgaris (рис. 3) го-
ворит об эволюционной консервативности дан-
ной генетической структуры, обуславливающей
устойчивость клеток СРБ к токсичным металлам
и металлоидам [15].

Полученные данные свидетельствуют о суще-
ствовании у СРБ двух различных тиоредоксин/
тиоредоксинредуктазных систем – TR1/Trx1 и
TR3/Trx3 [107, 108]. Они были описаны для
D. vulgaris Hildenborough: НАДФН-зависимая
TR1/Trx1-система представляет собой типичные
бактериальные тиоредоксин и тиоредоксинре-
дуктазу, но наряду с ней в клетках присутствует
альтернативная НАДН-зависимая TR3/Trx3-си-
стема, сходная с TR/Trx-системой оперона mre
D. desulfuricans G20 [107]. Сравнение тиоредоксинов

Trx1 и Trx3 D. vulgaris Hildenborough позволило об-
наружить существенные различия в их строении,
окислительно-восстановительных потенциалах и
локализации в клетке [108]. Предполагается уча-
стие тиоредоксина Trx3 в работе металл-редуктазы,
кодируемой опероном mre. Дальнейшее изучение
этих клеточных систем способно привести к раз-
работке эффективных методов непосредственно-
го ферментативного восстановления неорганиче-
ских токсичных соединений с помощью СРБ.

***

Таким образом, возможность биоремедиации
от токсичных солей тяжелых металлов, металлои-
дов и радионуклидов с помощью СРБ представ-
ляет большой интерес как для фундаментальных,
так и для прикладных исследований. Высокие
скорости ферментативного восстановления це-
лого ряда металлов, демонстрируемые многими
штаммами СРБ, делают их пригодными для про-
мышленного применения. Возможность исполь-
зования в биореакторах покоящихся и иммобили-
зованных клеток СРБ, бионеорганических катали-
заторов, а также биопленок с участием смешанных
культур, позволяет избежать накопления биомас-
сы; рост бактерий на водороде и других доступных
субстратах экономически выгоден и не приводит к
дополнительному загрязнению стоков органиче-
ским веществом. Широкая специфичность ме-
талл-редуктазных систем СРБ и их функциони-
рование в широком диапазоне pH (в том числе и
низких) открывает большие возможности для
биоремедиации шахтных и промышленных сточ-
ных вод, содержащих сразу несколько токсичных
соединений металлов и металлоидов. В зависи-
мости от окружающих условий, возможно вно-
сить необходимый минимум питательных ве-
ществ прямо в сточные воды, способствуя пре-
имущественному развитию в них сообществ СРБ
и очистке стоков in situ, либо использовать биоре-
акторы, позволяющие точнее и эффективнее
контролировать процессы восстановления.

Работа была выполнена в рамках гранта РФ-
ФИ 18-04-00622А “Трансформация тяжелых ме-
таллов и металлоидов сульфатредуцирующими и
гетеротрофными алкалофильными бактериями”,
а также госзадания по теме кафедры микробиоло-
гии МГУ “Физиология и биохимия фототрофных
и хемотрофных микроорганизмов” (ЦИТиС №
121032300094-7) и госзадания ФИЦ Биотехноло-
гии РАН (ЦИТиС № 122041100029-2).
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Application of Sulfate-reducing Bacteria in Bioremediation 
from Heavy Metals and Metalloids (Review)
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b Winogradsky Institute of Microbiology, Federal Research Center “Fundamentals of Biotechnology” RAS,
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Pollution of the environment with heavy metals, metalloids and radionuclides is a global problem that seri-
ously affects the state of the biosphere. In particular, chromium compounds have a toxic, mutagenic and car-
cinogenic effect. The main principle of purification of anthropogenic and natural ecosystems from chromates
is the reduction of Cr(VI) to Cr(III), the salts of which are significantly less toxic and insoluble. However,
currently used electrochemical and ion-exchange cleaning methods are quite expensive and require the use
of special reagents. At the same time, sulfate-reducing bacteria (SRB) are of particular interest for bioreme-
diation of this kind, since many of them are very resistant to high concentrations of heavy metals and are able
to effectively reduce them in the presence of hydrogen as an electron donor. The review summarizes known
data on the interaction of heavy metals, metalloids and radionuclides with SRB. The features of the metabo-
lism of these microorganisms, leading to intracellular accumulation of heavy metals and metalloids, are con-
sidered. Complex and finely regulated enzymatic mechanisms for the reduction of toxic metals (using various
cytochromes, hydrogenases, oxidoreductases, highly specific metal reductases, and thioredoxin/thioredox-
in-reductase systems), as well as the possibility of using immobilized cells and biofilms of SRB in the effective
bioremediation of natural waters, soils, and industrial eff luents, are described.

Keywords: sulfate-reducing bacteria (SRB), bioremediation, heavy metals, metalloids, radionuclides, metal
reductases
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Успехи современной биотехнологии, медици-
ны и сельского хозяйства зачастую зависят от того,
насколько быстро можно обнаружить специ-
фичные антигены. Антитела, благодаря специ-
фическому связыванию с комплементарными
участками антигенов, используются для решения
ряда биотехнологических задач [1–5].

Наиболее распространенным вариантом полу-
чения антител, обладающих специфичностью к
конкретному антигену, является иммунизация, в
ходе которой данный антиген вводится вместе с
компонентами, которые усиливают иммунный от-
вет (адъювантами), в организм животного (кроли-
ка, мыши, овцы и др.). Сыворотка крови иммуни-
зированного животного будет содержать поликло-
нальные антитела, представляющие собой
гетерогенную по строению, эпитопной специ-
фичности и аффинности популяцию антител [6].
Недостатком поликлональных антител является
их специфичность к ряду детерминант антигена
[7].

Следует отметить, что эффективность диагно-
стических иммунохимических методов зависит, в
первую очередь, от качества используемых спе-
цифических антител. Поэтому дальнейшее разви-
тие методов получения антител привело к созда-
нию гибридомной технологии. Получаемые при

помощи данной технологии моноклональные ан-
титела продуцируются одним клеточным клоном,
узнают один эпитоп и сохраняют свои свойства
во многих генерациях гибридной клетки [8]. Вы-
сокая специфичность моноклональных антител
при взаимодействии с антигенами, а также возмож-
ность их оперативного получения, позволяют ис-
пользовать данные антитела для исследования и де-
текции разнообразных по природе и свойствам
антигенов. В настоящее время с привлечением
гибридомной технологии получены антитела, ко-
торые применяются для выявления различных
соединений (гормонов, витаминов, лекарствен-
ных препаратов), патогенных микроорганизмов и
их токсинов, а также успешно используются в им-
мунотерапии [5, 9]. К примеру, при использовании
моноклональных антител показана возможность
определения холерного токсина [10], рекомби-
нантных и вирусных белков лихорадки Эбола и
Марбурга [11].

Большой научный и практический интерес
представляет фаговый дисплей, направленный на
получение и наработку антител к известным ан-
тигенам. Фаговые антитела в качестве биорецеп-
торов имеют ряд преимуществ перед стандартны-
ми иммуноглобулинами: они намного меньше по
размеру и обычно содержат менее 100 аминокис-
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лотных остатков, обладают высокой стабильно-
стью и химической устойчивостью, а также де-
шевле в производстве. Таким образом, фаговые
антитела отлично подходят для создания биосенсо-
ров, которые могут найти применение во многих
сферах деятельности, в том числе в пищевой про-
мышленности, медицине, фармакологии, биотех-
нологии, экологии и т.д.

Несмотря на то, что с начала 2000 гг. было
опубликовано несколько блестящих обзоров, по-
священных фаговому дисплею антител [12–14],
проблема их использования в аналитических ме-
тодах не нашла достаточно полного освещения в
литературе. Поэтому цель настоящего обзора за-
ключается не только в описании преимуществ
технологии фагового дисплея применительно к
получению специфичных антител, но и в оценке
возможности их использования для детектирова-
ния бактерий.

ОСОБЕННОСТИ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
АНТИГЕН-АНТИТЕЛО

Свойство аффинности предоставляет уникаль-
ные возможности для изучения взаимодействий, в
частности, антиген-антитело или бактериофаг-
микробная клетка [15–18]. Под аффинным взаимо-
действием понимают способность двух или более
молекул к образованию химической связи, в том
числе между паратопом антитела и эпитопом ан-
тигена. Аффинитет, или прочность комплемен-
тарного связывания антигена с антителом, можно
количественно измерить при помощи определе-
ния константы ассоциации.

Важную функцию при взаимодействии анти-
тела с антигеном выполняют гипервариабельные
участки молекулы антитела – области CDR (com-
plementarity determining regions). Данные участки
представляют собой петли, расположенные между
β-складками, причем по протяженности и амино-
кислотной последовательности у различных анти-
тел они могут существенно отличаться. Формиру-
емая из шести петель CDR трехмерная структура
антитела участвует в распознавании комплемен-
тарного ей эпитопа на поверхности антигена [7].

Аминокислотные остатки (а.о.), входящие в
состав CDR и взаимодействующие с эпитопом,
называют участками, определяющими специ-
фичность, или участками SDR (specificity deter-
mining regions). Во взаимодействии антигена и
антитела могут участвовать от 5 до 15 а.о., входя-
щих в состав эпитопа, и, как правило, столько же
а.о. паратопа [19]. Помимо а.о., непосредственно
контактирующих с эпитопом, ключевую роль в
распознавании антигена играют а.о., которые вы-
полняют структурную функцию и обеспечивают
необходимую конформацию CDR-петель, тем са-
мым осуществляя правильное взаимное располо-

жение в пространстве взаимодействующих поверх-
ностей [20]. Связь антигена с антителом является
обратимой и осуществляется за счет водородных
связей, электростатических и гидрофобных взаи-
модействий, а также за счет сил Ван-дер-Ваальса.
Несмотря на то, что данные виды связей слабее
ковалентной, в совокупности они обеспечивают
высокоаффинное взаимодействие эпитопа и па-
ратопа [21].

ОСНОВНЫЕ МЕТОДИЧЕСКИЕ ЭТАПЫ 
ТЕХНОЛОГИИ ФАГОВОГО ДИСПЛЕЯ

Д. Маккаферти с соавт. [22] предложили ис-
пользовать метод фагового дисплея антител. В
своей работе авторы показали возможность отбора
антигенсвязывающих фрагментов антител (Fab),
которые экспонированы на поверхности ните-
видного фага, на иммобилизованном антигене.

Предложенный метод получения рекомби-
нантных моноклональных антител стал широко
использоваться и зарекомендовал себя как высо-
ко эффективный подход для изучения белок-бел-
ковых, белок-пептидных, ДНК-белковых взаи-
модействий [23]. Метод позволяет использовать
бактериофаги для соотнесения генотипа (гены
вариабельной области антитела) с фенотипом
(белок с требуемой связывающей функцией). Для
выявления соответствия между генотипом и фе-
нотипом требуется тщательный скрининг и ам-
плификация белковых библиотек в процессе, на-
зываемом in vitro селекцией, который аналогичен
естественному отбору [24, 25].

Данная технология является альтернативой
гибридомной технологии, при этом фаговая систе-
ма заменяет основные этапы работы по иммуниза-
ции животных процедурами манипулирования с
ДНК и бактериями. При этом существенно сокра-
щается время получения стабильных клонов, про-
дуцирующих антитела (с месяцев до недель), а так-
же снижаются затраты на их наработку. Молеку-
лярно-направленные аффинные лиганды играют
важную роль в исследовании патогенеза ряда забо-
леваний [26–29], используются в фармацевтиче-
ских разработках [30–32], приложениях для нано-
технологий [33], дизайне агентов молекулярной
визуализации [34–37]. Кроме того, антитела, полу-
ченные с помощью технологии фагового дисплея,
проходят несколько этапов отбора по аффинности
и могут быть использованы в качестве селектив-
ных рецепторов в составе биосенсоров [38, 39].

Суть технологии фагового дисплея антител со-
стоит в получении высокоаффинных антител (или
их фрагментов), экспонированных в составе обо-
лочки бактериофагов.

Основные этапы данной технологии включают:
• конструирование фаговых библиотек или

выбор из имеющихся;
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• обогащение фаговой библиотеки при помощи
аффинной селекции (биопэннинг).

При использовании метода фагового дисплея
в геном бактериофагов встраивают последова-
тельность, кодирующую ген химерного белка,
продукт которого состоит из какого-либо фраг-
мента антитела и белка поверхности фаговой ча-
стицы [40]. Одним из наиболее распространен-
ных фагов, применяемых для дисплея, является
бактериофаг M13, на поверхности которого пред-
ставлены фрагменты антител, связанные с белка-
ми pIII, pIV и pVIII капсида фага [41].

Селекцию частиц из фаговой библиотеки про-
водят, используя их свойства комплементарно
связываться с антигеном. Используют различные
формы отбора фаговых частиц, включая их пря-
мое связывание с антигеном, который присоеди-
нен к определенной матрице или же сорбирован
на чашках или иммунотьюбах, а также с антигеном,
локализованным непосредственно на поверхно-
сти клеток. При получении антител к гаптенам,
последние предварительно конъюгируют с бел-
ком-носителем. Отбор фаговых частиц может
осуществляться не только на пластиковой под-
ложке, но и на магнитных шариках. Для истоще-
ния библиотек авторы работы [42] предложили
использовать парамагнитные гранулы с полисти-
роловым покрытием, на которых были иммоби-
лизованы антигены. Такой способ отбора связы-
вающихся фаговых частиц оказался более эффек-
тивным, так как повышал площадь активной
поверхности, на которой происходило связывание.
Кроме того, существенно упростилась процедура
отмывки, было получено 1.5-кратное повышение
специфичности селекции по сравнению с традици-
онными методами. Также был разработан метод
селекции антител из комбинаторных фаговых
библиотек с использованием конъюгатов антиге-
нов (в том числе гаптенов) с наночастицами золо-
та [43].

Из фаговых частиц, прошедших не менее 3–6
раундов селекции, выделяют ДНК, в которой опре-
деляют последовательность нуклеотидов, кодирую-
щих интересующие фрагменты антител [39, 44].
Таким образом, в результате использования данного
метода, возможно получить не только высокоаф-
финные антитела, но и их нуклеотидную последова-
тельность, которая также может быть клонирована и
представлена в виде фрагментов иммуноглобули-
нов [45].

Как правило, отбор фаговых частиц библиоте-
ки, называемый также биопэннинг, включает
следующие этапы (рис. 1):

• клоны библиотеки инкубируют с иммобили-
зованным антигеном;

• удаляют при помощи отмывки фаговые ча-
стицы, не связавшиеся с антигеном;

• связавшиеся фаговые частицы элюируют;

• заражают отобранными клонами бактери-
альные клетки (Escherichia coli);

• проводят амплификацию и выделение аф-
финных клонов [46].

Длительность процедуры получения антител
методом фагового дисплея зависит от иммуно-
генности антигенов, метода их иммобилизации, и
соответственно количества раундов биопэннин-
га. В зависимости от этого процедура занимает от
нескольких часов до нескольких суток.

КОМБИНАТОРНЫЕ ФАГОВЫЕ 
БИБЛИОТЕКИ

Комбинаторные фаговые библиотеки антител
представляют собой своеобразный аналог популя-
ций В-лимфоцитов, каждый из которых произво-
дит один тип антител определенной специфично-
сти, однако бактериофаги, входящие в состав биб-
лиотеки, экспонируют на своей поверхности не
целые природные антитела, а лишь их фрагменты,
чаще всего одноцепочечное антитело (scFv – single
chain variable fragment) или Fab-фрагмент (рис. 2)
[47–49].

В некоторых исследованиях применяли не-
стандартные по свойствам антитела природного
происхождения. Например, животные из семей-
ства верблюдовых (Camelidae), к которому отно-
сятся верблюды, ламы и альпаки, обладают как
обычными IgG (IgG1), так и неканоничными
подклассами IgG (IgG2 и IgG3), которые состоят
только из двух тяжелых цепей. Подобные антите-
ла могут быть использованы в качестве перспек-
тивного биораспознающего элемента при реше-
ния различных прикладных задач в биотехноло-
гии [50].

Каждый из двух антигенсвязывающих сайтов
антитела тяжелой цепи образован только одним
вариабельным доменом (VHH). Способность VHH
функционировать в отсутствии двух доменов VL и
CH1 в 1997 г. подтолкнула ученых к созданию пер-
вых самостоятельных рекомбинантных молекул
VHH методами генной инженерии [51]. Эти моле-
кулы были названы однодоменными антителами
(sdAb). Установлено несколько преимуществ ис-
пользования sdAb перед scFv: высокая стабиль-
ность, способность успешно ренатурировать по-
сле нагрева или химического воздействия, не-
большие размеры (15 кДа) и кодируемость одним
геном длиной 380 нуклеотидных пар [51, 52]. По-
казано, что подобные антитела имеют больший
потенциал для использования в иммунобиотех-
нологии и медицине [51–53].

Общая схема получения комбинаторной фаго-
вой библиотеки выглядит следующим образом.

1. Из иммунных или интактных В-лимфоци-
тов человека, мыши, кролика, цыпленка, свиньи,
собаки, обезьяны, овцы, коровы и др. выделяют
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мРНК и клонируют гены scFv, Fab-фрагментов
или др.

2. Данные гены встраивают в фагмиду в еди-
ную рамку трансляции с геном, кодирующим бе-
лок капсида (обычно pIII).

3. Полученным репертуаром фагмид заражают
клетки E. coli, в которых происходит экспрессия
фагмидных генов и сборка вирионов. В составе
капсидных белков вирионов будут экспонирова-
ны чужеродные фрагменты антитела. В зависи-
мости от выбранной векторной системы этот этап
проходит с использованием хелперных фагов или
без них.

Таким образом получают популяцию бакте-
риофагов, каждый из которых экспонирует на
своей поверхности определенный антигенсвязы-
вающий домен [54, 55].

ТИПЫ КОМБИНАТОРНЫХ 
ФАГОВЫХ БИБЛИОТЕК

Существует два принципиально разных типа
библиотек: естественные (наивные и иммунные)
и синтетические. Наивные и иммунные библиоте-
ки конструируют, используя естественным образом
реорганизованные гены, кодирующие вариабель-
ные домены иммуноглобулинов интактных или им-
мунных к какому-либо антигену доноров, соответ-
ственно. Для этого выделяют мРНК клеток лим-
фоидного ряда, продуцирующих антитела. Эта
мРНК подвергается обратной транскрипции в
кДНК, которая используется для ПЦР генов, коди-
рующих фрагменты антител (рис. 3) [56]. Преиму-
щество этого метода заключается в том, что полу-
ченные антитела будут правильной конформации,
так как их гены кодируют функциональные антите-
ла. Однако основным недостатком является то,
что разнообразие последовательностей ограниче-

Рис. 1. Схема аффинной селекции фаговых частиц из библиотеки: 1 – инкубация фагмидных частиц библиотеки (на
поверхности которых представлены фрагменты антител) с иммобилизованным антигеном; 2 – отмывка не связавших-
ся с антигеном фаговых частиц; 3 – элюция связавшихся с антигеном фаговых частиц и их наработка в клетках Е. coli;
4 – следующий раунд селекции фаговых частиц библиотеки, включающий в себя повторную инкубацию отобранных
после первого цикла частиц с антигеном и отмывку низкоаффинных фаговых частиц; 5 – элюция высокоаффинных
фаговых частиц библиотеки и инфицирование ими клеток E. coli.
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но охватом естественной иммунной системы, в
которой существует определенная неравномер-
ность использования тех или иных последова-
тельностей. Также фрагменты из природных биб-
лиотек сильно отличаются по качеству и непред-
сказуемы по составу; многие из них могут
оказаться недостаточно стабильными или непод-
ходящими по другим причинам. Репертуар есте-
ственных библиотек составляет 107–1011 фраг-
ментов.

При работе с фаговыми библиотеками антител
возникают технические неудобства. Например, для
амплификации библиотеки размером 1010 клонов
требуется объем культуры в несколько десятков
литров. Это во многом объясняет современную
тенденцию предпочтения библиотек меньшего
размера и узконаправленных репертуаров, полу-
ченных от иммунизированных доноров. Иммун-
ные библиотеки обладают двумя основными ха-
рактеристиками: они обогащены антиген-специ-
фичными антителами, и аффинность некоторых
из этих антител уже имеет высокий уровень, как
следствие развития иммунного ответа. Таким об-
разом, большую представленность в библиотеке
имеют клоны, продуцирующие высокоаффин-
ные антитела к антигену, использованному для
иммунизации, появляющиеся в результате вто-
ричного иммунного ответа на антиген. Посколь-
ку представленность каждого семейства V-генов в
популяции молекул определяет размер библиоте-
ки и число клонов, необходимых для анализа, то
в случае библиотек от иммунизированных живот-
ных достаточно получить около 106 независимых

рекомбинантов, чтобы среди них нашлись проду-
центы антител, специфично связывающих ис-
пользованный для иммунизации антиген. Тогда
как библиотеки, сконструированные на основе
генетического материала лимфоцитов неиммун-
ных доноров, должны содержать, по крайней мере,
108 индивидуальных клонов для воссоздания ис-
ходного разнообразия детерминант антител
[57, 58].

Конструирование синтетических библиотек
основано на замене природных определяющих
комплементарность областей (CDR) на набор
случайных последовательностей, что позволяет
создавать огромное разнообразие антигенсвязы-
вающих сайтов. Использование синтетических и
полусинтетических библиотек обусловлено их
большей представленностью, чем натуральных,
однако создание таких библиотек является более
трудоемким процессом, сопряженным с опреде-
ленными ограничениями, которые приходится
учитывать. Например, введение полностью син-
тетических участков CDR может привести к не-
правильному сворачиванию и агрегации белка
[59]. Потребовалось время для отработки подхо-
дов к определению того, какие CDR лучше ис-
пользовать. Репертуар синтетических библиотек,
как правило, доходит до 109–1011 фрагментов.

В целом, наивные и синтетические библиотеки
более универсальны, так как обладают большим ре-
пертуаром. Вместе с тем, иммунные библиотеки
обогащены антиген-специфичными высокоаф-
финными антителами. Поэтому выбор типа биб-
лиотеки зависит от характера поставленной задачи.

Рис. 2. Природный иммуноглобулин класса G и антигенсвязывающие фрагменты иммуноглобулина [49].
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Рис. 3. Схема конструирования фрагментов антител фаговой библиотеки [56].
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На сегодняшний день разрабатываются методы
оценки качества фаговой библиотеки, главным
образом, ее представленности и разнообразия.
Обычно ее определяют методом “отпечатков
пальцев” ДНК, либо секвенирования нескольких
сотен случайных библиотечных элементов. Одна-
ко вывод о разнообразии из такой небольшой вы-
борки является очень поверхностным и дает огра-

ниченную информацию о реальном состоянии
библиотеки. Недавно был предложен метод се-
квенирования нового поколения Next generation
sequencing (NGS). Однако еще многое предстоит
сделать, чтобы полностью использовать потенци-
ал NGS для количественного анализа репертуа-
ров антител и преодолеть существующие ограни-
чения [55, 60–63].
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ФАГОВЫЕ АНТИТЕЛА 
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БАКТЕРИЙ

Фаговые антитела являются весьма перспектив-
ным объектом для применения в качестве биоре-
цепторов. Как отмечалось ранее, сама технология
получения фаговых антител отличается быстро-
той и меньшей трудоемкостью, чем гибридомная
технология, а сами фаговые антитела обладают ря-
дом преимуществ перед природными аналогами:

• небольшой размер фрагментов антител
обычно сопровождается уменьшением неспеци-
фического связывания, часто вызываемым обла-
стью Fc интактного антитела;

• возможность более плотной иммобилизации
фаговых антител в биосенсоре;

• в отличие от полноразмерных антител, фаго-
вые антитела могут синтезироваться в бактериях,
таких как E. coli, что значительно снижает стои-
мость производства, поскольку отсутствует необ-
ходимость в специализированном оборудовании
для культивирования клеток гибридомных кле-
точных линий [64].

Технология фагового дисплея, созданная
Д.П. Смитом [22, 65, 66] основана на упрощенных
процедурах манипулирования с ДНК и бактерия-
ми, что значительно сокращает время получения
и стоимость стабильных клонов [67, 68]. Данные
преимущества обусловливают перспективы приме-
нения фаговых антител в биосенсорах и биочипах, в
том числе для детекции патогенных бактерий, виру-
сов и эукариотических патогенов [58, 69, 70].

На сегодняшний день актуален вопрос мони-
торинга патогенных микроорганизмов, которые
распространены повсеместно и представляют
значительный риск для здоровья человека и жи-
вотных, а также могут серьезно снижать качество
сельскохозяйственной продукции. Следователь-
но, мониторинг этих микроорганизмов имеет пер-
востепенное значение для профилактики внутри-
больничных инфекций, поддержания здоровья
населения в целом и для обеспечения соблюдения
законодательных норм и стандартов качества.
Быстрое обнаружение и идентификация патогена
необходимы в случае анализа образцов пищевых
продуктов с коротким сроком хранения или при
внедрении подходящего противомикробного
препарата для лечения потенциально опасной
инфекции [71–73].

Примеры использования фаговых антител в
составе биосенсорных датчиков для определения
патогенов представлены в табл. 1. В частности,
был разработан биосенсор для детекции Salmonel-
la typhimurium и спор Bacillus anthracis на основе
нескольких магнитоупругих датчиков, объеди-
ненных в одну систему. Причина выбора двух
разных видов бактерий заключалась в том, чтобы
продемонстрировать возможность магнитоупру-
гих биосенсоров со специфичными фаговыми ан-

тителами одновременно определять и различать
патогены, как представлено на рис. 4 [76]. В данной
работе были сконструированы векторы на основе
нитчатых фагов E2 (специфичных к S. typhimurium)
и JRB7 (специфичных к спорам B. anthracis). Дан-
ная система показала, что высокоспецифичные
фаговые антитела связывали соответствующие
антигены, причем неспецифическое связывание
исключалось обработкой раствором бычьего сыво-
роточного альбумина. Подобные датчики показали
хорошую устойчивость к внешним факторам в си-
стеме с проточной жидкостью, о чем свидетельству-
ет отсутствие коррозии; пределы обнаружения дат-
чиков оценивались в 5 × 103 КОЕ/мл, а насыщение
происходило при более чем 5 × 108 КОЕ/мл. Та-
ким образом, данный подход предполагает воз-
можность анализировать объект на наличие сразу
нескольких видов микроорганизмов, что удобно
при исследовании пищевых объектов, которые
обсеменены посторонней микрофлорой. Этот
метод имеет значительные преимущества в мони-
торинге больших объемов пищевых продуктов на
наличие небольшого количества биологических
патогенов или загрязняющих веществ [76]. Отме-
тим при этом, что нормативные требования к со-
держанию патогенов в пищевых продуктах на-
много ниже, и сенсор с таким пределом обнару-
жения может применяться лишь в сочетании с
предварительными действиями по концентриро-
ванию и/или доращиванию.

Возможность определения бактерий Listeria
monocytogenes с помощью фаговых антител и дат-
чиков на основе эффекта поверхностного плаз-
монного резонанса (SPR) показана в работе [80].
Действие данных датчиков является быстрым и
позволяет осуществлять прямое обнаружение це-
левых объектов. Авторами была подобрана кон-
центрация фаговых антител, обеспечивающая
наиболее эффективную адсорбцию к поверхно-
сти биосенсора, что значительно сократило время
на их иммобилизацию. Данные эксперимента
указывают на высокую специфичность фаговых
антител, при этом биосенсор обеспечивает расчет-
ный предел обнаружения 2 × 106 КОЕ/мл для целых
клеток L. monocytogenes [80]. Другим коллективом
авторов показана перспективность применения
фаговых антител для дифференциации бактерий
L. monocytogenes, E. coli и Campylobacter jejuni
[84, 85].

Для идентификации клеток Legionella pneu-
mophila с помощью фаговых антител был разрабо-
тан электрохимический VR2 сенсор (Vantix) [79].
Пара антител scFv-Fc была интегрирована в био-
сенсор, демонстрируя специфическое и быстрое
обнаружение L. pneumophila на портативном устрой-
стве. С помощью этой системы в течение 35 мин бы-
ло обнаружено около 10000 клеток бактерий.
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Таблица 1. Примеры биосенсорных систем с использованием рекомбинантных антител в качестве рецепторного
элемента для определения бактерий

* – информация не указана.

Тип
сенсорной системы

Формат
фаговых
антител

Бактерия Мишень Предел 
детекции

Время
анализа Ссылка

1 2 3 4 5 6 7

Электрооптический
и акустический 
датчики

scFv Azospirillum
brasilense

Клетки 
бактерий,
флагеллин, 
ЛПС

103 клеток/мл 10 мин  [39, 74, 75]

Магнитоупругий 
биосенсор на основе 
нескольких типов 
фагов

–* Bacillus anthracis Споры 5 × 103 КОЕ/мл 15–20 мин  [76]

Salmonella
typhimurium

Клетки
бактерий

Электрооптический 
датчик

scFv Herbaspirillum 
seropedicae

Экзополи-
сахарид,
капсульный 
полисахарид, 
ЛПС

–* 5 мин  [77, 78]

Электрохимический 
сенсор VR2 (Vantix)

scFv-Fc Legionella
pneumophila

Целые клетки 104 клеток 35 мин  [79]

Сенсор на основе 
поверхностного
плазмонного 
резонанса (SPR)

scFv Listeria
monocytogenes

Белок, 
индуцирующий 
полимеризацию 
актина (ActA)

2 × 106 КОЕ/мл 2 ч  [80]

Колориметрический 
биосенсор с наноча-
стицами золота и 
фаговыми антителами

–* Staphylococcus 
aureus

Клетки
бактерий

19 КОЕ/мл 30 мин  [81]

Датчик на основе 
поверхностно-усилен-
ного рамановского 
рассеяния (SERS)

–* 10 КОЕ/мл –*  [82]

Система детекции с 
использованием
рамановской 
спектроскопии

–* Staphylococcus 
aureus

Клетки 
бактерий

10 КОЕ/7 мл 6 ч  [83]

Pseudomonas 
aeruginosa

Escherichia coli
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Колориметрический биосенсор с использова-
нием наночастиц золота и фаговых антител был
разработан для быстрой, специфичной и чувстви-
тельной идентификации Staphylococcus aureus в
клинических образцах [81]. Также для быстрой и
чувствительной диагностики стафилококковой
инфекции с использованием фаговых частиц был
разработан метод на основе спектроскопии по-
верхностно-усиленного рамановского рассеяния
(SERS) [82]. Кроме того, предложенный SERS-зонд
проявлял бактерицидные свойства в отношении
S. aureus, что показывает многообещающий потен-
циал его использования в качестве многофункцио-
нальной платформы для одновременного обнару-
жения и инактивации данного патогена.

Липополисахариды (ЛПС), локализованные
на поверхности внешней мембраны грамотрица-
тельных бактерий в значительной степени опре-
деляют антигенные и поверхностные свойства
микроорганизмов [86–89], а также участвуют в
процессах адгезии, механизмах узнавания чуже-
родных объектов и индукции защитных реакций
макропартнера. Данные по строению ЛПС явля-
ются основой для внутривидовой классификации
бактерий. Были проведены эксперименты по от-
работке методики получения фаговых антител к
микробным клеткам на примере ассоциативных
почвенных бактерий Azospirillum brasilense Sp245.
Наработанные фаговые антитела к клеткам азо-
спирилл использовали для определения ЛПС и
флагеллина с применением иммунодота и мето-
дов электрооптического и акустического анализа
клеточных суспензий [39, 74, 76]. Полученные
данные позволили использовать технологию фа-
гового дисплея для отбора антител, специфичных
к ЛПС другого вида почвенных бактерий Her-

baspirillum seropedicae Z78, которые применяли
для их селективного определения c помощью оп-
тической платформы [77]. Также электрооптиче-
ским методом с применением фаговых антител к
основным антигенам клеток H. seropedicae Z78
(экзополисахариды, капсульные полисахариды и
ЛПС) проведена оценка их комплементарного
взаимодействия в системе антиген-антитело. Вы-
явленные закономерности изменения электро-
физических параметров хорошо согласовывались
с компонентным составом антигенов бактерий
рода Herbaspirillum, их топографическим распре-
делением, а также были подтверждены результа-
тами электронной микроскопии и дот-анализа
[78].

Особый интерес представляет применение фа-
говых антител для определения бактерий в имму-
ноаналитических системах, одной из которых яв-
ляется метод иммуноферментного анализа (ИФА).
ИФА, являющийся классическим методом для де-
текции антигенов, характеризуется высокой чув-
ствительностью детекции ферментативной метки
(вплоть до 10–12 моль в образце и ниже) [90]. В свя-
зи с широкой востребованностью метода ИФА для
определения бактерий в клинической практике
важно оценить возможность применения фаговых
антител в качестве селективного агента. Например,
в работе [91] показана возможность применения
фаговых антител против пяти различных антигенов
S. typhimurium для определения данного патогена
методом твердофазного ИФА. Также метод ИФА с
применением фаговых антител (табл. 2) был ис-
пользован для идентификации бактерий родов
Acinetobacter, Bacillus, Bordetella, Brucella, Chlam-
ydophila, Chlamydia, Clostridium, Escherichia, Fran-
cisella, Klebsiella, Haemophilus, Helicobacter, Lepto-

Рис. 4. Принцип использования фаговых антител для обнаружения патогенов при помощи нескольких магнитоупру-
гих датчиков 74 с изменениями.

Сенсор, покрытый фагами, с БСАСенсор, покрытый фагами

Взаимодействие с бактериями/спорами

Нитчатый фаг БСА Бактерия/спора
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spira, Listeria, Moraxella, Mycobacterium, Neisseria,
Porphyromonas, Pseudomonas, Ralstonia, Staphylococ-
cus, Streptococcus, Vibrio, Yersinia. В табл. 2 представ-
лены тип фаговых библиотек и форматы фаговых
антител при определении разных патогенов [92–
95, 97–106, 108–116, 118, 119, 121–128].

Дот-блот иммуноанализ и иммунохроматогра-
фические тест-системы успешно объединяют мак-
симальную простоту проведения определения и
быстрое получение результатов. Дот-блот иммуно-
анализ основан на визуализации специфичного
взаимодействия адсорбированного на мембране
антигена и меченых (коллоидными или молекуляр-
ными метками) антител. Иммунохроматографи-
ческий анализ основан на движении элюента
вдоль мембраны (латеральная диффузия), приво-
дящем к образованию специфических иммунных
комплексов, которые визуализируются в виде
цветных полос. Дот-блот иммуноанализ и иммуно-
хроматографические тест-системы с использовани-
ем фаговых антител применяются для определения
бактерий Mycobacterium tuberculosis, Neisseria menin-
gitidis, S. aureus, Streptococcus suis и т.д. (табл. 2).

***

Развитие иммунологии и генной инженерии
привело к разработке новых методов получения
антител, в том числе к созданию технологии фа-
гового дисплея [129, 130]. Данная методика явля-
ется предпочтительным выбором для производ-
ства рекомбинантных антител в большинстве ла-
бораторий, поскольку обеспечивает быструю и
экономичную наработку антител с использова-
нием нитевидного фага.

Рекомбинантные антитела используются в диа-
гностике благодаря их специфичности и аффин-
ности. На сегодняшний день на рынке доступно
множество платформ, таких как иммунохромато-
графический анализ, ИФА и микроскопическая
визуализация клеток, которые позволяют быстро и
точно идентифицировать антигены-мишени, об-
наруженные в образце. Большинство платформ
используют либо анализ захвата антигена, либо
анализ захвата антител для диагностики опреде-
ленных заболеваний [131].

Следует отметить, что годовой объем продаж те-
рапевтических антител превысил 98 млрд долларов
США в 2017 г., а прогноз на 2028 г. составляет более
450 млрд [132]. По данным Fortune Business Insights
в 2021 г. соответствующий объем рынка составил
178.5 млрд долларов (https://www.fortunebusines-
sinsights.com/monoclonal-antibody-therapy-mar-
ket-102734). Но при этом отсутствуют точные све-
дения об объеме применения рекомбинантных ан-
тител. На данный момент использование подобных
антител в терапии и диагностике весьма ограниче-

но, и необходимо проводить дополнительные ис-
следования в данном направлении.

Большой потенциал применения комбинатор-
ных библиотек дает исследователям беспрецедент-
ную возможность определения бактерий, игнори-
руя использование длительных диагностических
процедур. Одним из важных моментов при разви-
тии биосенсоров является подбор соответствую-
щего сенсорного элемента. Технология фагового
дисплея фрагментов антител является перспек-
тивным методом получения стабильных сенсор-
ных элементов для их использования в датчиках.

Отметим основные преимущества использова-
ния фагового дисплея антител по сравнению с
классическими методами получения антител:

– Производство рекомбинантных антител
проводится in vitro и отсутствует необходимость
проведения экспериментов с привлечением жи-
вотных.

– Уменьшение времени, необходимого для
продукции антител, поскольку классические мето-
ды требуют иммунизации, которая может занять
несколько недель или месяцев, чтобы вызвать до-
статочный иммунный ответ для выработки антител.

– Фаговые антитела обладают высокой эф-
фективностью в детекции необходимого аналита;
имеют преимущества перед природными имму-
ноглобулинами и, в некоторых случаях, перед их
растворимыми фрагментами.

– Технология получения фаговых антител не-
трудоемкая, обладает низкой себестоимостью и
достаточно быстрая, что позволяет за короткий
срок посредством саморепликации фагов полу-
чать репертуар фрагментов антител, существую-
щих в организме, и даже расширять этот реперту-
ар посредством искусственного синтеза.

– Возможность создания гибридных молекул с
маркерными белками (например, с tag-пепти-
дом), что позволяет эффективно выявлять имму-
нохимическую реакцию.

– С появлением технологии фагового дисплея
стало возможным получение антител к аутоанти-
генам, слабоиммуногенным соединениям (гапте-
нам) и токсинам.

Однако следует признать, что фаговые антите-
ла имеют более низкую аффинность по сравне-
нию с обычными иммуноглобулинами. Это свя-
зано с отсутствием созревания аффинности анти-
тел фагового происхождения, тогда как антитела
животного происхождения продуцируются после
процесса созревания. В связи с этим, было пред-
ложено ввести дополнительную стадию созрева-
ния аффинности для улучшения свойств фаговых
антител [129].

Производство антител с помощью рекомби-
нантных методов сможет повысить скорость их
наработки, избегая серьезных затрат. В силу сво-
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Таблица 2. Рекомбинантные антитела к патогенным бактериям, полученные с помощью технологии фагового
дисплея [58, c изменениями и дополнениями]

Бактерия Мишень фаговых 
антител

Тип фаговой 
библиотеки

Формат фаговых 
антител

Применение фаговых 
антител Ссылка

1 2 3 4 5 6

Acinetobacter 
baumannii

Белок клеточной 
поверхности Bap

Иммунная VHH ИФА, вестерн-блот-
тинг, in vivo нейтрали-
зация

 [92]

Bacillus anthracis Защитный антиген PA Наивная scFv ИФА, in vitro
ингибирование

 [93]

Bordetella pertussis Филаментный
гемагглютинин,
пертактин

Иммунная scFv ИФА, in vitro
ингибирование,
in vivo исследования

 [94]

Brucella melitensis Облученные 
бактерии

Иммунная scFv ИФА  [95]

Burkholderia mallei Целые бактериальные 
клетки, убитые нагре-
ванием

Наивная scFv –*  [96]
Burkholderia 
pseudomallei
Chlamydophila 
psittaci

2,4 [2, 8]2,4-связанный 
Kdo тетрасахарид

Иммунная scFv ИФА, иммунофлуо-
ресценция

 [97]

Chlamydia
trachomatis

Клетки бактерий Наивная scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунофлуо-
ресценция

 [98]

Clostridium
difficile

Протеины клеточной 
поверхности, включая 
FliC и FliD

Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг, пробы подвиж-
ности in vitro

 [99]

Clostridium
perfringens

Эпсилон-токсин ETX Синтетическая scFv, VH ИФА  [100]

Escherichia coli Живые клетки
бактерий

Иммунная VHH ИФА  [101]

Francisella
tularensis

ЛПС Иммунная scFv, IgG ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунофлуо-
ресценция, in vitro 
нейтрализация

 [102]

Klebsiella
pneumoniae

–* Наивная scFv, scFv-Fc, IgG ИФА, иммунофлуо-
ресценция, тесты 
in vivo

 [103]

Haemophilus
influenzae

Капсульный
полисахарид

Иммунная Fab ИФА  [104]

Helicobacter
pylori

Уреаза Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг

 [105]

Вакуолизирующий 
цитотоксин A VacA

Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, электрофорез, 
вестерн-блоттинг, 
SPR-диагностика, 
проточная цитофлуо-
риметрия, молекуляр-
ное моделирование

 [106]

Lactobacillus
acidophilus

Белок S-слоя Наивная scFv Определение клеток, 
активируемых
флуоресценцией, 
вестерн-блоттинг

 [107]
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Leptospira spec. Белок внешней
мембраны LipL21

Наивная scFv ИФА  [108]

Listeria monocytogenes Целые клетки Синтетическая scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунологиче-
ская детекция

 [84]

Пируватдегидрогеназ-
ный комплекс-фер-
мент 2 PDC-E2

Наивная scFv, scFv-Fc ИФА, вестерн-блот-
тинг, иммунофлуо-
ресценция

 [109]

Интерналины A (InlA) 
и B (InlB)

Наивная scFv-Fc ИФА  [110]

Listeria monocytogenes Клетки, убитые
нагреванием

Наивная VHH ИФА, вестерн-блот-
тинг

 [111]

Moraxella catarrhalis Высокомолекулярный 
белок наружной 
мембраны 
HMW-OMP

Полусинтети-
ческая

scFv ИФА, определение 
клеток, активируемых 
флуоресценцией, 
вестерн-блоттинг,
in vitro ингибирование

 [112]

Mycobacterium
tuberculosis

Антиген 85B Наивная scFv, scFv-Fc ИФА, вестерн-блот-
тинг

 [113]

Липоарабиноманнан 
LAM

Иммунная scFv ИФА  [114]

Липоарабиноманнан 
LAM

Иммунная scFvIgG ИФА, вестерн-блот-
тинг, дот-блоттинг, 
проточная цитомет-
рия

 [115]

Neisseria, 4 strains Бациллозамин –* scFv ИФА, иммунофлуо-
ресцентное окраши-
вание и конфокальная 
лазерная сканирую-
щая микроскопия

 [116]

Neisseria meningitidis Адгезин NadA Иммунная VHH Дот-блоттинг, 
вестерн-блоттинг, 
иммуногистохимия, 
тесты in vitro

 [117]

Porphyromonas 
gingivalis

Гингипаин RgpB Наивная VHH ИФА  [118]

Pseudomonas 
aeruginosa

ЛПС Иммунная Fab ИФА, иммунофлуо-
ресцентный анализ

 [119]

Кэпирующий белок 
жгутика FliD

Наивная scFv, scFv-Fc Вестерн-блоттинг  [120]

Белок, связывающий 
спермидин SpuE

Наивная scFv ИФА  [121]

Бактерия Мишень фаговых 
антител

Тип фаговой 
библиотеки

Формат фаговых 
антител

Применение фаговых 
антител Ссылка

1 2 3 4 5 6

Таблица 2. Продолжение
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ей “гибкости” в отношении модификаций реком-
бинантные антитела возможно адаптировать с
применением новых технологий и механизмов для
последующих применений в диагностике. Опти-
мизация процедуры получения фаговых антител
и варьирование их свойств позволит повысить
эффективность использование данных антител в
биосенсорных системах, которые незаменимы
практически в любой отрасли медицины, биотехно-
логии, экологии, пищевой промышленности и др.

Таким образом, рекомбинантные антитела,
полученные с помощью фагового дисплея, обес-
печивают важную платформу для детекции бакте-
рий, и могут быть задействованы в медицине и ве-
теринарии для быстрого и точного обнаружения
патогенов.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 22-24-00417.
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Ralstonia
solanacearum

ЛПС Наивная scFv ИФА, иммунофлуо-
ресценция, вестерн-
блоттинг

 [122]

Salmonella
typhimurium

5 различных
иммуногенных белков

Наивная scFv ИФА  [91]

Staphylococcus
aureus

Клетки бактерий Иммунная scFvscFv-Fc ИФА, дот-блоттинг  [123]

Энтеротоксин B
стафилококков SEB

Иммунная VHH ИФА, электрофорез, 
вестерн-блоттинг

 [124]

Streptococcus suis Клетки бактерий, 
экстраклеточный
фактор EF

Полу-
синтетическая

scFv ИФА, вестерн-блот-
тинг, дот-блоттинг

 [125]

Vibrio cholerae ЛПС Иммунная VHH ИФА, тесты in vivo  [126]

Vibrio
parahaemolyticus

Белок наружной 
мембраны OmpU

Полусинтети-
ческая

sdAb ИФА, in vitro 
ингибирование

 [127]

Yersinia pestis Капсулоподобный 
антиген F1

Наивная scFv ИФА  [128]

Бактерия Мишень фаговых 
антител

Тип фаговой 
библиотеки

Формат фаговых 
антител

Применение фаговых 
антител Ссылка

1 2 3 4 5 6

Таблица 2. Окончание
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Phage antibody display technology has revolutionized the field of bacterial immunodetection. This technol-
ogy allows the expression of an antibody fused to the coat protein of a filamentous bacteriophage. The use of
phage display makes it possible to obtain high-affinity antibodies by passing the stage of animal immuniza-
tion, reducing the time for obtaining stable antibody-producing clones from several months to several weeks,
significantly reducing the cost of the process. These advantages make phage antibodies an important tool for
bacterial detection. The paper presents a brief description of the technological methods for obtaining phage
antibodies to microbial cells. The possibilities and prospects for using phage antibodies as a selective agent in
analytical systems, including biosensors, are discussed.
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Сконструирован рекомбинантный штамм–продуцент интерферона гамма человека (ИФН-γ) E. coli
BL 21/pЕТ-IFN-γ, обеспечивающий высокий уровень его экспрессии. Разработан способ получе-
ния растворимой формы рекомбинантного ИФН-γ, включающий наработку биомассы штамма-
продуцента, содержащего целевой белок в количестве 32–37% от общего содержания клеточных
белков, из которых 15–17% в растворимой форме, выделение и очистку белка. Процесс выделения
и очистки включал стадии дезинтеграции, осветление лизата клеток, хроматографической очистки
и диализа. Разработанный способ позволил получить из 1 г влажной биомассы до 5 мг препарата с
чистотой не менее 95% и высокой специфической (противовирусной) активностью.
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Человеческий интерферон гамма (ИФН-γ) яв-
ляется белком-цитокином широкого спектра дей-
ствия, участвующим в транскрипционном контроле
значительного количества иммунологически реле-
вантных генов. Около 350 клинических испыта-
ний ИФН-γ как средства лечения различных за-
болеваний (туберкулез, онкологические заболе-
вания и др.) продолжаются в настоящее время
либо уже завершены [1]. В связи с этим, не теряет
актуальности задача разработки эффективной
масштабируемой технологии получения этого ре-
комбинантного белка.

ИФН-γ кодируется предшественником гена
IFNG “NCBI: NP_000610.2”, который состоит из
1240 пар нуклеотидов с 4 экзонами и расположен
на хромосоме 12q24.1. Белок представляет собой
симметричный гомодимерный гликопротеин,
включающий 143 аминокислотных остатка с дву-
мя сайтами гликозилирования. Предшественник
нативного ИФН-γ состоит из 166 аминокислот за
счет дополнительных 23 остатков секреторного
сигнального пептида на N-конце. Молекулярная
масса белка в биологически активной димерной
форме составляет 38.8 кДа [2]. По литературным
данным, молекулярная масса рекомбинантного
ИФН-γ, продуцируемого Escherichia coli, состав-

ляет 17–18 кДа, он не гликозилирован, однако со-
храняет при этом физиологическую активность [3].

Попытки получения ИФН-γ при помощи раз-
личных экспрессионных систем, как прокариоти-
ческих, так и эукариотических (дрожжи, раститель-
ные клетки, клетки млекопитающих и насекомых)
предпринимались неоднократно [2]. Последние
имеют ряд преимуществ, в первую очередь, воз-
можностью получения секреторного варианта.
Однако бактериальные системы экспрессии, та-
кие как E. coli, по-прежнему активно используются
для получения ИФН-γ, что обусловлено просто-
той и дешевизной их культивирования [4]. В то же
время известно, что высокий уровень экспрессии
и отсутствие механизмов посттрансляционных
модификаций у бактерий способны приводить к
агрегации рекомбинантных белков в виде так на-
зываемых “телец включения” и, как следствие,
снижению или утрате их биологической активно-
сти и иммуногенности [5]. Выделение и очистка
целевого белка из телец включения, восстановле-
ние его биологической активности требуют допол-
нительных технологических стадий, включающих
денатурацию белка (солюбилизацию в хаотропных
растворителях) и последующую ренатурацию.
Экспериментальные условия для обеих стадий

УДК 577.1
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обычно специфичны для конкретного белка и не
всегда позволяют обеспечить его удовлетвори-
тельно высокий выход и сохранение активности
[6]. Несмотря на значительное количество работ,
посвященных изучению процессов агрегации,
солюбилизации и рефолдинга рекомбинантных
белков, проблемы, связанные с получением био-
логически активных белков в клетках E. coli, во
многом остаются нерешенными.

Одним из подходов к решению данной про-
блемы является конструирование штаммов-про-
дуцентов, способных синтезировать целевой бе-
лок в растворимой форме.

Повышение растворимости рекомбинантных
белков в бактериальном цитозоле может быть до-
стигнуто благодаря его коэкспрессии с шаперонами
и слиянию с повышающими растворимость белка-
ми или фрагментами белков. Наиболее часто ис-
пользуемыми тегами растворимости являются: глу-
татион-S-трансфераза, тиоредоксин, убиквитин,
белок, связывающий мальтозу, малый убикви-
тинподобный модификатор (SUMO) и др.

Помимо этого, для предотвращения образова-
ния телец включения возможно изменение условий
культивирования E. coli, в частности, снижение
температуры до уровня субоптимальных значений.
Ограничивающим моментом в данном случае, од-
нако, является замедление роста бактериальной
культуры и снижение выхода рекомбинантного
белка [7].

Цель работы – конструирование штамма-про-
дуцента рекомбинантного интерферона гамма
человека и подбор оптимальных условий его
культивирования для обеспечения продукции
белка преимущественно в растворимой форме, а
также разработка способа его выделения.

МЕТОДИКА
Конструирование экспрессионного вектора. В

работе использовали нуклеотидную последователь-
ность ИФН-γ человека (NP_000610.2). Кодонный
состав последовательности гена оптимизировали
для экспрессии в системе E. coli при помощи сервиса
“Codon Optimisation Tool” (“Integrated DNA Tech-
nologies”, США). Синтез гена проводился ООО
“ДНК-синтез” (Россия). Синтезированная нук-
леотидная последовательность была встроена в
экспрессионный вектор pET21a (“Novagen”, Гер-
мания) по уникальным сайтам рестрикции Bam-
HI и HindIII, в результате чего был получен плаз-
мидный вектор pET-IFN-γ.

Получение биомассы клеток, содержащих целе-
вой белок. Рекомбинантный штамм E. coli BL
21/pЕТ-IFN-γ получали трансформацией компе-
тентных клеток E. coli BL 21 (“Novagen”) рекомби-
нантной плазмидной ДНК pЕТ-IFN-γ при помощи
метода электропорации. Дальнейшее выращивание

рекомбинантных клонов проводили на LB-агаре с
ампициллином (100 мкг/мл) при 37°C в течение 18–
20 ч. Колонии, содержащие рекомбинантную плаз-
миду, смывали с агара LB-бульоном, добавляли
глицерин до конечной концентрации 15%. Полу-
ченную суспензию разливали в криопробирки по
100 мкл и хранили при температуре –70°С.

Посевной материал рекомбинантного штамма
получали засевом суспензии штамма-продуцента
в колбы Эрленмейера, содержащие среду LB с ам-
пициллином в концентрации 100 мкг/мл, и даль-
нейшим инкубированием на термостатируемой
качалке при температуре 37°С в течение 18–20 ч.

Посевной материал использовали также и для
засева ферментера в количестве 1–2% от объема
питательной среды. Культивирование осуществ-
ляли на среде LВ с ампициллином (100 мкг/мл) в
биореакторе LiFlus SL-15L (“Biotron”, Южная
Корея) объемом 15 л, с коэффициентом заполне-
ния средой 0.7 при температуре 37.0 ± 1.0°С, ско-
рости вращения мешалки 100 об./мин и скорости
подачи стерильного воздуха 1 л/л · мин‒1.

Для масштабирования процесса использовали
полупромышленный ферментер LiFlus SP-100L
(“Biotron”) объемом 100 л. В качестве индуктора
синтеза целевого белка в клетках E. coli BL21/pЕТ-
IFN-γ использовали изопропил-β-D-тиогалакто-
пиранозид (IPTG) (“Anatrace Products”, США).
Культивирование заканчивали в конце логариф-
мической – начале стационарной фазы роста при
достижении оптической плотности OD550 3.7–4.3.
Биомассу отделяли центрифугированием на про-
точной центрифуге Z41 (“СЕРА”, Германия) при
15000 g и скорости потока 60 л/ч. Влажную био-
массу взвешивали и определяли в ней содержание
целевого белка в %.

Содержание рекомбинантного белка. Содержание
белка в биомассе определяли методом электрофо-
реза в 12%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) в
денатурирующих условиях с окрашиванием Кумас-
си G-250 (“Sigma”, США) и последующим денси-
тометрическим сканированием окрашенных ге-
лей. Относительное содержание белка определяли с
использованием системы визуализации GelDoc
Go с ПО Image Lab (“Bio-Rad Laboratories”, США).

Выделение и очистка ИНФ-γ. Образец биомас-
сы (10 г влажных клеток) суспендировали в 100 мл
буферного раствора, содержащего 1 мМ фенил-
метилсульфонилфторида (ингибитор протеиназ),
20 мМ трис-HCl, рН 8.0, и разрушали ультразву-
ком с последующим центрифугированием. Для
первичной очистки и осветления супернатанта,
содержащего ИФН-γ в растворимой форме, при-
меняли жидкий сорбент Аммофлок-25 (“Физлаб-
прибор”, Россия).

Очистку целевого белка вели каскадной хро-
матографией на ион-обменных сорбентах Q-се-
фароза и SP-сефароза, уравновешенных 20 мМ
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трис-HCl буфером, рН 8.0. Колонку с Q-сефаро-
зой, на которую целевой белок не сорбировался,
отсоединяли после промывки раствором 20 мМ
трис-HCl, рН 8.0. Элюцию ИФН-γ с колонки с
SP-сефарозой проводили линейным градиентом
0–1.0 М NaCl в 20 мМ трис-HCl, рН 8.0.

Анализ содержания целевого белка. Белковый
состав образцов анализировали методом электро-
фореза в 15%-ном ПААГ в денатурирующих усло-
виях с окрашиванием красителем Кумасси G-250
(“Sigma”, США), анализ гелей проводили мето-
дом, описанным выше.

Определение специфической активности. Спе-
цифическую (противовирусную) активность
определяли микрометодом в 96-луночных план-
шетах с плоским дном, по подавлению цитопати-
ческого действия (ЦПД) тест-вируса энцефало-
миокардита (ЕМС), штамм “Колумбия” в дозе
100 ЦПД50 (трехкратное разведение) в культуре
клеток человека линии Л-68 (диплоидные клетки
(фибропласты) из здоровой ткани легкого) как
описано в работе [8]. В качестве контрольного
препарата использовали препарат Ингарон (ин-
терферон гамма человеческий рекомбинантный,
лиофилизат), 100000 МЕ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Человеческий ИФН-γ является примером ре-

комбинантного белка, легко синтезируемого в
клетках E. coli, но склонного к агрегации. Ис-
пользование векторов, обеспечивающих консти-
тутивную экспрессию, обычно позволяет добиться

накопления целевого белка до 30% от суммарного
белка бактериальных клеток, однако больше двух
третей этого белка содержится в тельцах включе-
ния, частично или полностью денатурированы и
поэтому лишены биологической активности [7].
В работе для конструирования штамма E. coli
BL21/pЕТ-IFN-γ был выбран вариант индуци-
бельной экспрессии. Последовательность целе-
вого гена клонировали в составе вектора pET21
(рис. 1), обеспечивающего в сочетании со штам-
мом E. coli BL 21 строгий контроль синтеза РНК.
Дерепрессия промотора осуществлялась добавле-
нием в состав питательной среды IPTG.

Выбор условий культивирования штамма-проду-
цента. Общие закономерности культивирования ре-
комбинантных микроорганизмов, в которых целе-
вой ген находится под контролем индуцибельного
промотора, подробно описаны [9], что не исключает
необходимость подбора оптимальных параметров
роста и синтеза целевого продукта для каждого
рекомбинантного штамма. При выборе условий
культивирования штамма E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ в
качестве контролируемых параметров использова-
ли: время подачи индуктора, концентрацию индук-
тора, температуру и продолжительность инкубации
с индуктором.

В экспериментах по выбору времени подачи
индуктора было отмечено, что внесение IPTG в
концентрации 0.1 мМ в логарифмической фазе
роста культуры в диапазоне оптической плотно-
сти OD550 культуральной жидкости (КЖ) от 1.0 до
1.6 с последующей инкубацией при 37°С в тече-
ние 5-6 ч приводило к стабильно высокому уров-

Рис. 1. Генетическая карта плазмидного вектора pET-INF-γ : T7 promoter – промотор гена белка 10 фага Т7; T7 tag –
лидерная последовательность гена 10 бактериофага Т7; INF-γ – последовательность, кодирующая зрелый интерфе-
рон-гамма; T7 terminator – терминатор бактериофага Т7.
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ню синтеза целевого белка, экспрессируемого в
тельцах включения. По данным денситометриче-
ского анализа электрофореграмм клеток, содер-
жание целевого белка с молекулярной массой 18.0 ±
± 0.5 кДа, соответствующего массе ИФН-γ, состав-
ляло от 46 до 48% от содержания общего клеточного
белка. Удельный выход биомассы был равен 3.6–
3.7 г/л. Дальнейшее увеличение времени культи-
вирования не приводило к повышению содержа-
ния целевого белка в биомассе.

Для определения минимального количества
IPTG, достаточного для полноценной индукции
синтеза целевого белка, индуктор вносили в ин-
кубационную среду в концентрациях 0.1, 0.05,
0.04, 0.03, 0.02 и 0.01 мМ.

Температуру культивирования поддерживали
на уровне 37°С. Результаты белкового электрофо-
реза показали, что IPTG в концентрации 0.01 мМ
индуцирует синтез ИФН-γ в количестве 30–32%
от суммарного клеточного белка. Максимальное
содержание целевого белка в клетках (46–49%)
достигалось через 5–6 ч инкубации при концен-
трации IPTG 0.04–0.05 мМ, что сопоставимо с
результатами, полученными при внесении ин-
дуктора в концентрации 0.1 мМ.

Известно, что повышение выхода растворимого
белка может быть достигнуто в результате индукции
белкового синтеза при пониженной температуре [9].
Для подтверждения этого было проведено культи-

вирование в ферментере LiFlus SP-100L (“Biotron”)
рекомбинантного штамма E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ
после внесения индуктора при температурах 37, 25
и 20°С.

Локализацию белка ИФН-γ в клетках бактерий
определяли электрофоретически после дезинтегра-
ции клеток биомассы, центрифугирования и ана-
лиза содержания целевого белка в осадке и супер-
натанте. На рис. 2 приведены электрофореграммы
белковых фракций осадков и супернатантов об-
разцов биомасс, полученных при инкубации при
разных температурных режимах.

Из результатов, представленных на рис. 2, сле-
дует, что при культивировании штамма-проду-
цента при 37°С и внесения индуктора в течение
5–6 ч более 90% синтезируемого ИФН-γ содер-
жалось в осадке телец включения (дорожка 2).
При снижении температуры культивирования до
25°С после подачи индуктора содержание целево-
го белка в клетках через 8–9 ч от начала культиви-
рования достигало 32–37%. При этом белок на-
капливался в равной степени как в растворимой
форме (в цитоплазме и периплазме) (дорожка 3),
так и в тельцах включения (дорожка 4). Дальней-
шее понижение температуры культивирования до
20°С с индукцией приводило к замедлению роста
и снижению содержания целевого белка до 20–
25%, при этом белок преимущественно (до 70%)
накапливался в тельцах включения (дорожка 6).
Поскольку результат оказался неудовлетвори-

Рис. 2. Электрофореграмма фракций клеточных белков бактерий E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ после дезинтеграции и цен-
трифугирования: 1, 3, 5 – белки супернатанта после инкубации с IPTG при температуре 37, 25, 20°С соответственно;
2, 4, 6 – осадки клеточных белков после инкубации с IPTG при температуре 37, 25 и 20°С; М – маркер молекулярной
массы белков (17–250 кДа). Пробы для электрофореза получали путем осаждения одинакового количества клеток,
стандартизованных по оптической плотности.
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тельным, указанную температуру в дальнейшем
не использовали.

Выход биомассы и целевого белка, его содер-
жание и локализации в клетках, полученные для
ферментера LiFlus SL-15L объемом 15 л, полно-
стью воспроизводились в условиях масштабиро-
вания в ферментере LiFlus SP-100L объемом 100 л.

Таким образом, подобраны условия культиви-
рования нового штамма-продуцента ИФН-γ E. coli
BL 21/pЕТ-IFN-γ для двух типов биореакторов со
следующими характеристиками и условиями вы-
ращивания: коэффициент заполнения средой
0.7–0.8; подача воздуха 1.0 л л‒1 ∙ мин‒1; скорость
вращения мешалки 100 об./мин, температура
(37.0 ± 1.0)°С; внесение индуктора (IPTG) в ко-
нечной концентрации 0.04–0.05 ммоль/л при оп-
тической плотности КЖ ОD550 1.0–1.6; продол-
жительность культивирования после индукции в
течение 5–6 ч. Удельный выход биомассы состав-
лял 3.5–3.6 г/л КЖ. Содержание целевого белка –
46–48% от суммарных клеточных белков, при
этом белок синтезировался, в основном, в тель-
цах включения (более 90%).

Снижение температуры культивирования штам-
ма после внесения IPTG до 25°С и дальнейшая
инкубация в течение 8–9 ч приводили к тому, что
экспрессия целевого белка достигала уровня 32–
33% в ферментере объемом 15 л и 33–37% – в 100 л
ферментере. Накопление белка происходило в
равной степени в тельцах включения и периплазме.
Выход биомассы составлял 4.6–4.7 г/л КЖ при
культивировании в 15-литровом ферментере и
4.6–5.0 г/л – 100-литровом.

Выделение и очистка ИФН-γ. Для того, чтобы
оценить эффективность выделения рекомбинант-
ного ИФН-γ, синтезируемого в растворимой фор-
ме (~50%), была использована биомасса, содер-
жащая целевой белок в периплазме, полученная в
ферментере LiFlus SP-100L при снижении темпе-
ратуры до 25°С после подачи индуктора. Суспен-
зию клеток в буфере для разрушения помещали в
ледяную баню и разрушали ультразвуком (22 кГц)
до снижения OD550 на 45–50% от исходного зна-
чения. Затем суспензию центрифугировали при
12000g в течение 45 мин и при 4°С.

Для грубой очистки и осветления раствора по-
сле центрифугирования в супернатант, содержа-
щий целевой белок, добавляли жидкий сорбент

Аммофлок-25 в количестве 10% от объема раство-
ра белка. Полученный раствор инкубировали 12 ч
при 2–8°С и центрифугировали при 12000 g 30 мин
и 4°С.

Очистку целевого белка проводили методом
каскадной хроматографии на ионообменных сор-
бентах Q-сефароза и SP-сефароза. Колонки с
ион-обменными сорбентами Q-сефароза (20 мл)
и SP-сефароза (20 мл) уравновешивали 20 мМ
трис-HCl буфером, рН 8.0, наносили раствор бел-
ка, после чего колонки промывали тем же буфе-
ром. Колонку с Q-сефарозой, на которой целевой
белок не сорбировался, отсоединяли. Белок элю-
ировали с колонки с SP-сефарозой линейным
градиентом 0–1 М NaCl в 20 мМ трис-HCl буфе-
ре, рН 8.0. Фракции целевого белка с оптической
плотностью от 0.25 о.е. анализировали методом
электрофореза в 15%-ном ПААГ в денатурирующих
условиях (рис. 3). Из представленных данных вид-
но, что чистота полученного белка превышала 95%.
Фракции, содержащие ИФН-γ, объединяли и диа-
лизовали против буфера, содержащего 20 мМ
трис-HCl, рН 8.0, и 50 мМ NaCl. Выход целевого
белка составил 50 ± 5 мг из 10 г биомассы (5 мг из
1 г влажных клеток). Данные приведены в табл. 1.
Как известно из литературных данных, выход це-
левого белка из биомассы E. coli, содержащей
ИФН-γ в тельцах включения, колебался в диапа-
зоне от 2.5 до 5.0 мг из 1 г биомассы [1, 10]. Следо-
вательно, количество высокоочищенного белка,
полученного только из растворимой фракции в
нашем исследовании, соответствовало макси-
мальному выходу белка из штамма, продуцирую-
щего ИФН-γ в тельцах включения. Можно пред-
положить, что дальнейшее совершенствование
условий культивирования позволит увеличить
продукцию ИФН-γ в растворимой форме и как
следствие, повысить выход целевого белка, как
минимум в 2 раза.

Определение специфической противовирусной
активности. Анализ специфической активности
белка в культуре клеток Л-68 показал, что актив-
ность полученного препарата ИФН-γ в 1.7 раза
превышала показатель контрольного препарата
Ингарон (1.77 × 105 против 1 × 105 МЕ).

Сконструирован рекомбинантный индуцибель-
ный штамм E. coli BL 21/pЕТ-IFN-γ – продуцент
интерферона гамма человека, обеспечивающий вы-
сокий уровень экспрессии целевого белка. В ре-

Таблица 1. Данные по выходу из 10 г биомассы очищенного белка ИФН-γ

Стадия очистки ИФН-γ Раствор белка, 
мл

Суммарный 
белок, мг

Белок
ИФН-γ, мг

Содержание 
белка, %

Лизат клеток после центрифугирования 100 240 136 56.6
Осветление Аммофлоком-25 110 180 116 64.4
Ионобменная хроматография 16.6 52 50 96
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зультате оптимизации параметров культивирова-
ния штамма максимальное накопление целевого
белка в количестве 32–37% от общего количества
клеточных белков достигалось при индукции
0.04–0.05 мМ IPTG в середине логарифмической
фазы и последующем культивировании при 25°С
в течение 8–9 ч. При этом накопление белка про-
исходило в равной степени в тельцах включения и
в растворимой форме.

Разработан способ выделения и очистки ин-
терферона гамма, содержащегося в клетках в рас-
творимой форме. Способ очистки включал дез-
интеграцию клеток ультразвуком, предочистку
жидким сорбентом, очистку каскадной ионооб-
менной хроматографией с последующим диали-
зом. Показано, что разработанный способ позво-
лял получить из 1 г влажной биомассы до 5 мг
препарата с чистотой более 95% и высокой специ-
фической (противовирусной) активностью.

Таким образом, удалось разработать систему,
позволяющую получать белок в растворимой
форме, что облегчает его выделение и очистку,
поскольку процедура не содержит таких стадий,
как денатурация и ренатурация, на которых про-
исходят основные количественные потери белка
и потери его биологической активности.

Работа выполнена в рамках государственного
задания, Тема ГЗ-39/21 “Отработка технологии
препаративной наработки и очистки рекомби-
нантных белков”.
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Production of Soluble Human Gamma Interferon in the Escherichia coli Expression 
System with a Decrease in Cultivation Temperature

E. A. Volosnikovaa, *, T. I. Esinaa, D. N. Shcherbakova, N. V. Volkovaa, 
Ya. S. Goginaa, T. A. Tereshchenkoa, and E. D. Danilenkoa

a State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, 630559 Russia
*e-mail: volosnikova_ea@vector.nsc.ru

A recombinant strain producing human gamma interferon (IFN-γ) E. coli BL 21/pET-IFN-γ was construct-
ed, providing a high level of its expression. A method has been developed for obtaining a soluble form of re-
combinant IFN-γ, consisting of the processes of producing a biomass of a producer strain containing a target
protein in an amount of 32–37% of the total content of cellular proteins, protein isolation and purification.
The purification process included the stages of disintegration, clarification of the cell lysate, chromatographic
purification and dialysis. The developed method makes it possible to obtain from 1 g of wet biomass up to
5 mg of the drug with a purity of at least 95% and high specific (antiviral) activity.

Keywords: human recombinant gamma interferon, producer strain, cultivation, chromatography, specific ac-
tivity
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В последние годы антимикробные пептиды
(АМП) привлекают внимание исследователей
как новые терапевтические агенты, имеющие ряд
преимуществ: высокую селективность, низкую
иммуногенность, хорошую возможность проник-
новения в клетку-мишень, и меньший риск разви-
тия устойчивости за счет действия на клеточную
стенку или мембрану. За последние два десятиле-
тия общее число АМП, одобренных на основных
фармацевтических рынках, увеличилось в два раза
[1]. К основным недостаткам АМП, которые пре-
пятствуют их применению, можно отнести цито-
токсичность. В тоже время природные пептиды
используют как для разработки лекарственных
препаратов, так и в качестве модели для создания
синтетических структурных аналогов на их осно-
ве [2]. На сегодняшний день АМП признаны
многообещающим альтернативным классом но-
вых соединений для борьбы с антибиотикорези-
стентностью [3, 4]. Увеличение выхода природного
соединения возможно за счет расширения скри-
нинга, усовершенствования методов экстракции,
использования химического синтеза, а также за
счет синтеза в клетках прокариот. Эти стратегии
открывают возможность получения искусствен-
ных структурных аналогов, которые могут пре-

взойти по своим фармакодинамическим или фар-
макокинетическим свойствам оригинальное при-
родное соединение [5].

Открытие пептаиболов у микроскопических
грибов, обитающих в холодных и засоленных
почвах, в морских глубинах, а также в других экс-
тремальных местообитаниях, расширяет возмож-
ности поиска новых антибиотиков, которые мо-
гут служить прототипами новых лекарственных
средств. Известно, что эта группа нерибосомальных
пептидов синтезируется исключительно микро-
скопическими грибами. Как правило, продуцент
синтезирует комплекс из нескольких пептаибо-
лов, которые представляют собой гомологичные
по структуре соединения, различающиеся распо-
ложением в пептидной цепи на одну или несколь-
ко аминокислот, что обуславливает также разли-
чия в их биологической активности. Из культур
различных штаммов гриба Emericellopsis salmo-
synnemata было выделено до 11 изоформ зервами-
цинов, среди которых преобладающими являлись
зервамицин IIA (ZrvIIA) и зервамицин IIB (Zrv-IIB)
[6]. Zrv-IIA и Zrv-IIB по своей структуре отлича-
ются друг от друга только одним аминокислот-
ным остатком в четвертом положении. Несмотря

УДК 579.6,606
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на большую гомологию в структурах, для этих
изоформ показаны различия в цитотоксичности,
нейротоксичности и антибактериальной актив-
ности [7]. Альбупептины B и D – пептаиболы, ко-
торые содержат оба стереоизомера изовалина
(Iva) – D- и L- конфигурации. Они активны в от-
ношении Bacillus cinerea, причем эффект ингиби-
рования зависит от структуры и количества при-
сутствующих остатков Iva (IC50: один остаток Iva =
= 49.6 мкг/мл; два остатка Iva = 38.9 мкг/мл; три
остатка Iva = 35.2 мкг/мл; четыре остатка Iva =
= 24.5 мкг/мл). Альбупептин A также неактивен в
отношении Phytophthora infestans (IC50, >100 мкг/мл),
а соединение D активно (IC50, четыре остатка Iva =
= 16.3 мкг/мл) [8]. Из штаммов гриба Emericellopsis
alkalina нами ранее был выделен комплекс пеп-
таиболов с выраженной противогрибковой ак-
тивностью, представляющий собой 5 изоформ
пептидов с единичной заменой аминокислоты –
эмерициллипсины A-E. Доминирующий компо-
нент комплекса – пептид эмерициллипсин А
(EmiA) обладал значительной противогрибковой
активностью в отношении клинических изолятов
патогенных грибов с множественной лекарствен-
ной устойчивостью. Ингибирующая активность
EmiA и его дегидроформы против азолустойчи-
вых патогенных изолятов Aspergillus spp., Candida
spp. проявляется на уровне амфотерицина B – 1
мкг/мл, а для клинических патогенных изолятов
Cryptococcus spp. превосходит препарат сравнения
в 2–4 раза. В то же время активность изоформ В и
С значительно ниже, а формы D и E оказались не-
активны в отношении патогенных изолятов As-
pergillus spp., Candida spp. [9, 10]. Ранее было пока-
зано, что при культивировании количество син-
тезируемых изоформ и выход EmiA различался у
разных штаммов.

Структурное многообразие синтезируемых
пептаиболов может варьировать также у одного и
того же штамма-продуцента в зависимости от
способов культивирования, добавления предше-
ственников и других физико-химических факто-
ров. Недавно X. Нао с соавт. [11] из штамма Acre-
monium sp. IMB18-0, культивируемого в присутствии
биомассы бактерий, выделили новые изоформы ак-
ремопептаиболов, отличающиеся от уже описан-
ных в литературе антимикробной активностью и
отсутствием в молекуле высококонсервативных
остатков треонина и гидроксипролина. Эти изо-
формы проявляли выраженную антимикробную
активность в отношении метициллинрезистент-
ного Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis и Candida
albicans. Штамм Trichoderma longibrachiatum Rifai
DMG-3-1-1 синтезирует 23 пептаибола. Структу-
ры 13 новых пептаиболов были определены с по-
мощью ЯМР и MALDI-MS/MS. Тщательное
сравнение структур 1–23 показало, что в структурах
варьируют только семь остатков: 2 (Gln2/Asn2),
3 (Ile3/Val3), 4 (Ile4/Val4), 6 (Pro6/Hyp6),
8 (Leu8/Val8 ), 10 (Pro10/Hyp10) и 11 (Leuol11/Ile-
ol11/Valol11). Пептаиболы 2, 5, 9, 11, 21 и 22 про-

являли умеренную антибактериальную актив-
ность в отношении Staphylococcus aureus MRSA
T144, а также более сильную цитотоксичность в
отношении клеток BV2 и MCF-7 по сравнению с
другими пептаиболами этого штамма. При этом
было показано, что аминокислотные остатки 2, 3
и 4 сильно влияют на цитотоксичность соедине-
ния [12]. Открытие новых уникальных структур
АМП и знание принципов зависимости активно-
сти от структуры дает информацию для создания
химическим синтезом новых соединений с боль-
шей противогрибковой активностью и меньшей
токсичностью для хозяина, чем у природных со-
единений [5].

Цель работы – сравнительный анализ много-
образия продуцируемых изоформ эмерициллип-
синов и оценка накопления основного компо-
нента эмерициллипсина А при культивировании
в различных биотехнологических системах и при
разных рН.

МЕТОДИКА

Для оценки накопления и разнообразия изо-
форм эмерициллипсинов был использован типо-
вой штамм мицелиального гриба Emericellopsis alka-
lina Е101 (BKM F-4108; CBS 127350) из коллекции
“Грибы экстремальных местообитаний” кафедры
микологии и альгологии биологического факуль-
тета МГУ имени М.В. Ломоносова (Россия).
Штамм был выделен из образца почвы с побере-
жья содового озера Танатар (Алтайский край,
Россия) [13]. В результате скрининга 64 штаммов
этого вида было выявлено [14], что штамм E. alka-
lina Е101, наряду с изученным ранее штаммом-
продуцентом E. alkalina А118 (ВКМП F-1428),
был наиболее продуктивным по выходу основно-
го компонента EmiА.

Штамм-продуцент E. alkalina Е101 выращива-
ли на специализированной жидкой щелочной
среде, подобранной ранее [15]. Для приготовле-
ния сред с различными рН использовали буферы:
цитратно-фосфатный для pH 7.0, фосфатно-цит-
ратный для pH 9.0 и карбонатно-бикарбонатный
для pH 10.0. Культивирование проводили в тече-
ние 7, 14 и 21 сут стационарным способом в кол-
бах Эрленмейера на 750 мл, глубинным способом
на шейкере-инкубаторе Innova 40R (“Eppendorf
New Brunswick”, США), а также в ферментере
мембранно-жидкостным способом на матрице из
бактериальной целлюлозы. Получали матрицы
бактериальной целлюлозы культивированием
штамма Gluconacetobacter hansenii GH-1/2008 в
стационарных условиях при температуре 27°С в
течение 14 сут на жидкой среде Н-5. Полученную
матрицу бактериальной целлюлозы отмывали от
клеток продуцента 0.1 н раствором NaOH и ди-
стиллированной водой, лиофильно высушивали
и стерилизовали. Стационарное мемранно-жид-
костное культивирование в щелочной среде осу-
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ществляли на матрице бактериальной целлюлозы
в качестве подложки.

Культуральную жидкость (КЖ) отделяли
фильтрацией через мембранные фильтры на во-
ронке Зейтца под вакуумом. Затем КЖ экстраги-
ровали этилацетатом или бутанолом в соотноше-
нии 5 : 1 3 раза. Полученные экстракты упаривали
в вакууме на роторном испарителе “Rotavapor-
RBüchi” (Швейцария) при 42°C досуха, остаток
растворяли в водном 50%-ном этаноле и получа-
ли спиртовые концентраты.

Оценку активности в отношении условно-па-
тогенных грибов проводили в КЖ до экстракции
и после, а также в экстрактах мицелия. Антимикроб-
ную активность определяли с помощью стерильных
бумажных дисков (“НИИ Пастера”, Россия), смо-
ченных в антибиотике и высушенных в стериль-
ных условиях. В качестве контроля использовали
стандартные диски с флуконазолом для грибов
(40 мкг, “НИИ Пастера”, Россия) и амоксицил-
лином/клавулоновой кислотой для бактерий
(20/10 мкг, “НИИ Пастера”, Россия). Для оценки
фунгицидной активности использовали тест-
штаммы: плесневый гриб Aspergillus niger INA
00760 и дрожжи Candida albicans АТСС 2091.

Антибактериальную активность оценивали по
отношению к грамотрицательной бактерии Esch-
erichia coli ATCC 25922 и грамположительной бак-
терии Bacillus subtilis АТСС 6633. Тест-культуру
B. subtilis АТСС 6633 выращивали на среде Гаузе
№ 2 следующего состава (г/л): триптон – 2.5 (или
бульон Хоттингера – 30 мл), пептон – 5, хлорид
натрия – 5, глюкоза – 10; E. coli ATCC 25922 на
среде LB (триптон-соевый агар). Культуры грибов
A. niger INA 00760 и C. albicans АТСС 2091 выращива-
ли на среде Чапека. Предварительно культуры выра-
щивали в пробирках со скошенным питательным
агаром, после чего клетки с поверхности агара сус-
пендировали в физиологическом растворе до мут-
ности 0.5 по стандарту McFarland (1.5 × 108 КОЕ/мл)
и использовали в течение 15 мин. Для посева ис-
пользовали суточные культуры бактерий и пяти-
суточные культуры грибов и дрожжей. Все тест-куль-
туры получены из коллекции культур “НИИНА
им. Г.Ф. Гаузе”.

Полученные спиртовые концентраты объеди-
няли, упаривали досуха на роторном испарителе
(“Labconco”, США) и далее перерастворяли в
100 мкл 50%-ного этанола. Исследуемые в работе
концентраты анализировали методом обращенно
фазовой ВЭЖХ (ОФ ВЭЖХ). Анализ проводили на
микроколоночном хроматографе Милихром А-02
(ЗАО “Эконова”, Новосибирск), использовали
колонки из нержавеющей стали, Nucleosil-100-5-
C18 (L = 75.0 мм; D = 2.0 мм; d = 5 мкм, “Mache-
rey-Nagel”, Германия). Детектирование в ходе
анализа проводили при 214 нм. Скорость потока
100 мкл/мин, температура термостатирования ко-
лонки 35°С, инжекционный объем – 15 мкл. Состав
подвижной фазы: компонент А – H2O (MQ) + +
0.02%-ная ТФУ (ВЭЖХ, “Sigma-Aldrich”, Герма-

ния), компонент Б – ацетонитрил + 0.02%-ная
ТФУ. Градиент подвижной фазы от 0 до 100% Б за
40 мин и далее в изократическом режиме 4 мин
при 100%-ном содержании элюента В.

Для анализа методом MALDI-TOF MS 0.3 мкл
фракции ацетонитрил-вода (собранной при раз-
делении методом ВЭЖХ) образца и 0.5 мкл 2,5-
дегидроксибензойной кислоты (“Sigma-Aldrich”,
Германия) раствор в 20%-ном ацетонитриле +
79.5% вода (МQ) + 0.5% ТФУ (ВЭЖХ, “Sigma-Al-
drich”) в концентрации 20 мг/мл смешивали на
мишени спектрометра. Запись спектров и MC-
анализа проводили на MC-спектрометре MAL-
DI-TOF (Ultrafle Xtreme, “Bruker Daltonics”, Гер-
мания) с УФ-лазером (Nd) в режиме регистрации
положительных ионов с использованием рефлек-
трона. Точность определения массы составляла
около 1 Да.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для штамма E. alkalina Е101 [14], первоначаль-

но исследовали образование эмерициллипсинов
в культуральной жидкости и мицелии при ней-
тральных и щелочных начальных рН (7.0, 9.0,
10.0) в стационарных и глубинных условиях куль-
тивирования. Было показано, что содержание
EmiA в мицелии всегда оставалось значительно
ниже, чем в КЖ в одних и тех же вариантах. Для
мицелия отмечено большее содержание EmiA в
условиях глубинного культивирования, в то вре-
мя как в КЖ выявлено большее содержание EmiA
в стационарных условиях во всех исследованных
вариантах, что свидетельствует о том, что в этих
условиях антибиотик лучше экскретирует в куль-
туральную жидкость.

Содержание EmiA в мицелии (0.25 мг/г) до-
стигало максимума на 7 сут при глубинном спосо-
бе культивирования при рН среды 10.0. Наиболее
высокие количества EmiA в КЖ зарегистрирова-
ны на 14 сут роста при всех исследованных на-
чальных рН среды, но при щелочных рН (9.0 и
10.0) содержание EmiA было максимально и со-
ставило 6.0–6.5 мг/л (рис. 1). Проведенный экс-
перимент подтвердил, что несмотря на то, что
штаммы E. alkalina способны к росту и развитию
в широком диапазоне рН среды (4.0–11.0) с опти-
мумом роста при рН 10.0 [13], EmiA лучше образу-
ется в щелочных условиях культивирования.

Алкалофильные грибы E. alkalina, обитающие
на побережьях засоленных озер, часто сосуществу-
ют с многочисленными и разнообразными прока-
риотами, образующими на поверхности раздела фаз
биопленки. Считается, что моделирование при-
родных условий для продуцента может способ-
ствовать увеличению накопления целевых анти-
биотиков в среде [16]. Было проведено сравнение
выхода EmiA при стационарном культивировании
и мембранно-жидкостном, где в качестве модели
природной бактериальной пленки использовали
подложки бактериальной целлюлозы. Наиболь-
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шее содержание EmiA в КЖ и мицелии отмечено
при стационарном мембранно-жидкостном куль-
тивировании (табл. 1). При росте на бактериаль-
ной целлюлозе в качестве подложки выход EmiА

у штамма E. alkalina Е101 увеличивался в 1.7 раза
по сравнению с поверхностным способом куль-
тивирования и составил 11.05 мг/л. При этом бы-
ло установлено, что помимо основного целевого

Рис. 1. Динамика образования EmiА (мг/л) при начальных рН 7.0 (1), 9.0 (2) и 10.0 (3) в мицелии (а, б) и КЖ (в, г)
E. alkalina Е101 при поверхностоном (а, в) глубинном (б, г) культивировании.
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Таблица 1. Содержание EmiА в штамме Emericellopsis alkalina Е101 при различных типах культивирования

Тип культивирования EmiА в КЖ, мг/л EmiА в мицелии, мг/г

Поверхностное 6.50 ± 0.20 0.07 ± 0.01
Глубинное 4.87 ± 0.15 0.25 ± 0.01
Стационарное мембранно-жидкостное 11.05 ± 0.33 0.17 ± 0.01
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Рис. 2. ОФ ВЭЖХ спиртового объединенного концентрата в градиенте концентрации ацетонитрила.
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Таблица 2. Времена удерживания пиков на хроматограмме (рис. 2), данные о массах молекулярных ионов ком-
понентов, содержащихся в пиках с 1 по 17*

* Полужирным шрифтом выделены массы иона мажорного компонента в составе хроматографического пика.

Номер 
хроматографического 

пика

Время удерживания 
пика, мин Масса [M + Н] +, Да

1 27.90 1008.7; 1022.7*
2 28.73 990.7; 1022.7
3 29.17 994.5; 1036.7; 1069.6
4 30.07 994.5; 1052.8
5 30.55 994.5; 1022.8; 1036.8; 1052.8
6 31.04 994.5; 1022.8
7 31.36 825.5; 994.5; 1022.8
8 31.89 825.5; 994.5; 1022.8
9 32.64 1036.8

10 33.43 994.5; 1019.6; 1036.8
11 33.97 994.5; 1032.9; 1036.8
12 34.70 1050.8
13 35.46 994.5; 1050.8
14 35.59 994.5; 1016.5
15 37.17 994.5
16 37.46 994.5
17 39.20 994.6; 1036.9; 1058.9; 1225.0

пептаибола EmiА синтезируются другие минор-
ные изоформы, ранее не обнаруженные в стацио-
нарных условиях. При этом экстракт из КЖ и ми-
целия, полученный в мембранно-жидкостных

условиях культивирования проявлял активность
в отношении грамотрицательных бактерий, в то
время как экстракт, полученный в условиях ста-
ционарного культивирования был не активен в
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отношении этих бактерий, что свидетельствовало
о том, что помимо основного противогрибкового
компонента в этих условиях продуцент начинал
синтезировать антибактериальные соединения.

В дальнейшем была проведена оценка многооб-
разия различных изоформ в пептидном комплексе,
синтезируемом при выращивании мембранно-
жидкостным способом на мембране из бактериаль-
ной целлюлозы. После проведения аналитической
ОФ ВЭЖХ были собраны фракции пиков с раз-
личным временем удерживания при элюции гра-
диентом концентрации ацетонитрила от 70 до
100% (рис. 2). При этом вблизи области локализации
пиков EmiA на хроматограмме обнаруживались дру-
гие пики с большим и меньшим временем удержи-
вания. Фракции с 1 по 17 (рис. 2) были собраны и
проанализированы методом MALD-TOF-MS. По-
лученные массы молекулярных ионов [M + Н]+

компонентов фракций представлены в табл. 2.
Фрагментация индивидуальных пептаиболов с

молекулярными массами 1022.8; 994.5 и 1036.7
позволила предположить, что для данных моле-
кул существует несколько возможных (не менее 2)
структур пептидов, соответствующих одной и той

же молекулярной массе, однако это требует даль-
нейшего подтверждения методом ЯМР – спек-
троскопии (рис. 3).

По результатам исследования разности масс
между выделенными компонентами при проведе-
нии аналитической ОФ ВЭЖХ (табл. 2) удалось
обнаружить, что различие их (по массе) соответ-
ствует либо “-CH2-”-фрагменту (M = 14 Да), либо
молекуле H2O (М = 18 Да), что представлено графи-
чески на схеме (рис. 4). Зависимость показывает
молекулярные связи отдельных уже обнаруженных
форм пептаиболов, а также ожидаемые молеку-
лярные массы (выделены красным). Ввиду близо-
сти времен удерживания компонентов (табл. 2,
рис. 2), а также существования цепочки связей
между молекулярными массами этих компонен-
тов (рис. 3б), можно предположить, что массы
компонентов, соответствуют соединениям оди-
наковой химической природы. Некоторые массы
пептаиболов, представленные на схеме, ранее
были не только обнаружены, но и идентифици-
рованы. Так, например, масса 1050 Да соответ-
ствует самому EmiА [10], а масса 1036.7 Да соот-
ветствует изоформе EmiB [10], масса 1032.9 Да –

Рис. 3. Масспектры 1-8 (а) и 9-17 (б) хроматографических индивидуальных пиков концентрата, полученного в усло-
виях мембранно-жидкостного культивирования.
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дегидроформе [14]. Таким образом, построенная
схема связывает различные формы уже обнару-
женных эмерициллипсинов А – Е, с необнару-
женными ранее массами, 1004.7; 1018.7; 1046.8;
1064.8 [10], которые укладываются в общий гомо-
логический ряд. Представленная схема масс но-

сит предположительный характер, ввиду того, что
схожесть химических форм пока не была под-
тверждена более точными спектральными мето-
дами. Для выделенных изоформ эмерициллипси-
нов с массами 1032.9, 1036.7 Да ранее была пока-
зана противогрибковая активность [10].

Рис. 3. Окончание.
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Таким образом, установлено, что новый мем-
бранно-жидкостной способ культивирования про-
дуцентов пептаиболов эмерициллипсинов приво-
дит к увеличению многообразия синтезируемых
природных форм пептидов и увеличению выхода
основного соединения в 1.7 раза. Изучение потен-
циального разнообразия АМП, синтезируемых
продуцентом на уровне первичной или простран-
ственной структуры, может послужить стимулом к
обнаружению у них других типов биологической
активности и созданию новых синтетических
пептидов на их основе.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РНФ в рамках научного проекта № 20-75-00062
(А.Е. Куварина, М.А. Суконников).
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Formation of Various Antimicrobial Peptide Emericellipsin Isoforms 
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A microbiological screening of the target component of emericellipsin A of the Emericellopsis alkalina E101
strain was carried out in various biotechnological systems at various pH. The content of emericellipsin A was
quantified under these conditions.It has been established that the new approved membrane-liquid cultivation
method at pH 10 contributes to an increase in the yield of the main component of emericellipsin A. It was
shown that the new method of cultivating the strain E. alkalina E101 also promotes the synthesis of various
isoforms of the main component of emericellipsin A. Some comparative analysis of them was carried out.
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Изучено взаимодействие эндоарабиназы (эндоА) с ферментами экзо-типа действия при совместном
гидролизе разветвленного арабинана (РАра), свекловичного жома (СЖ) и яблочных выжимок (ЯВ).
Показано, что при гидролизе РАра наиболее эффективными были смеси эндоА с арабинофурано-
зидазой (АФ) или арабиноксилан-арабинофурангидролазой (АКГ) с содержанием эндоА 20 и 40%
соответственно. В результате оптимизации комплекса арабиназ, целлюлаз и пектиназы осуществ-
лен практически полный гидролиз ЯВ в моносахариды (арабинозу, глюкозу, фруктозу). При гидро-
лизе СЖ степень конверсии гемицеллюлозы (арабинана) составила более 50%, целлюлозы – 75%.

Ключевые слова: эндоарабиназа, экзоарабиназа, арабинофуранозидаза, арабиноксилан-арабинофу-
рангидролаза, синергизм, свекловичный жом, яблочные выжимки
DOI: 10.31857/S0555109923020137, EDN: LVJIXD

Из-за разнообразия содержащих арабинозу
полисахаридов в пектине и клеточной стенке рас-
тений большую роль в деградации растительного
материала играют ферменты, высвобождающие
арабинозу (арабиназы). Эти ферменты можно раз-
делить на четыре класса. Эндоарабиназа (эндоА,
КФ 3.2.1.99, 43 семья гликозил-гидролаз) катализи-
рует расщепление внутренних α-(1 → 5)-гликозид-
ных связей арабинана с образованием α-L-араби-
нофуранозы и арабиноолигосахаридов. Фермент
наиболее эффективен при гидролизе таких суб-
стратов, как незамещенных арабинанов. Экзо-
арабиназы (экзоА, 93 семья гликозил-гидролаз)
катализируют отщепление концевых остатков или
коротких арабиноолигосахаридов от цепи араби-
нана на невосстанавливающем конце. Типичными
представителями экзоА являются α-L-арабино-
фуранозидазы (АФ, КФ 3.2.1.55, 51 и 54 семьи
гликозил-гидролаз). Можно выделить два типа
АФ: тип А и тип В. Первый тип не активен в отно-
шении полисахаридов и катализирует гидролиз
только олигосахаридов, а второй активен по от-
ношению к обоим субстратам. Существуют также
АФ, имеющие в своей структуре ксилан-связыва-
ющий домен, способные эффективно гидролизо-
вать расщепление α-гликозидных связей как в
арабинанах, так и в арабиноксиланах – араби-
ноксилан-арабинофураногидролазы (АКГ).

Арабинаны (как правило, разветвленные) об-
наружены в клеточных стенках плодов яблони
(составляют до 27% от общего количества пектино-
вых веществ), сахарной свеклы (46%), сои (60%) и
других растений [1, 2].

Хорошим источником арабинанов является
свекловичный жом (СЖ). СЖ является побоч-
ным продуктом переработки сахарной свеклы и,
как правило, используется в животноводстве как
ценный и дешевый корм. СЖ представляет собой
стружку толщиной не более 2 мм с влажностью не
более 82%, из которой диффузионным способом
извлечено основное количество сахара – после
этого в СЖ остается 18–23% сухих веществ, ~80%
которых полисахариды, включающие 22–24% (от
сухого вещества) целлюлозы, 24–32% гемицел-
люлозы (преимущественно арабинана), 9–11%
пектиновых веществ, среди которых преобладают
растворимые пектины. В небольших количествах
содержатся также белок (8–11%), жиры (1–2%) и
лигнин (3–6%) [3].

Яблочные выжимки (ЯВ) являются вторичным
продуктом при производстве сока. В ЯВ содержится
~20% сухих веществ, из которых на долю целлюло-
зы приходится 21–23% (от сухого вещества), геми-
целлюлозы составляют 6–7% (c сопоставимым
содержанием арабинана, ксилана и галактана),
15–32% пектиновых веществ. Стоит отметить так-

УДК 577.15
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же высокое содержание лигнина (20–22%). В не-
больших количествах содержатся также белок (3–
4%) и жиры (2–3%) [4].

Цель работы – изучение взаимодействия араби-
наз разных типов действия при гидролизе арабино-
содержащих субстратов и подбор оптимального
комплекса ферментов, состоящего из гемице-
люллаз (арабиназ), целлюлаз и пектиназ, для гид-
ролиза растительного сырья с получением моно-
сахаридов.

МЕТОДИКА
Штаммы и ферментные препараты. В работе

были использованы штаммы гриба Penicillium ca-
nescens – продуценты рекомбинантных эндоА As-
pergillus niger (штамм РСА-эндоА, [5]), экзоА P. ca-
nescens (РСА-экзоА, [6]), АКГ P. canescens (РСА-
АКГ, [7]), АФ P. canescens (АФ Pс, РСА-АФ, [7]),
пектинлиазы А (ПЛ) P. canescens (РСА-ПЛ, [8]),
штаммы гриба P. verruculosum В1-537 [9, 10] и F10
[11] – продуценты целлюлаз (целлобиогидролазы
I, ЦБГ и эндоглюканазы II, ЭГ) и рекомбинант-
ной β-глюкозидазы (БГ) A. niger соответственно,
а также штамм гриба A. foetidus 70а (Af-70а) [12] –
продуцент АФ A. foetidus (АФ Af).

Ферментные препараты (ФП) были получены
путем лиофильного высушивания КЖ штаммов
на лиофильной сушке Benchtop 6K ES (“SP Scien-
tific/Virtis”, США).

Гомогенные ферменты были выделены из пе-
речисленных выше ФП по методикам, описан-
ным в работах [5–11]. Выделение АФ Af описано в
настоящей работе.

Реагенты. Для создания буферных смесей ис-
пользовали реактивы фирм “Bio-Rad” (США),
“Panreac” (Германия), “Helicon” и “Реахим” (Рос-
сия).

Для определения активностей ферментов в ка-
честве субстратов использовали арабинаны линей-
ный (ЛАра) и разветвленный (РАра) из сахарной
свеклы – все “Megazyme” (Австралия); Na-соль
карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ), цитрусовый
пектин со степенью этерификации около 70%,
п-нитрофенил-α-арабинофуранозид (пНФАФ),
п-нитрофенил-β-глюкопиранозид (пНФГл) –
“Sigma” (США); микрокристаллическую целлю-
лозу (ТУ 20.16.59-001-40693384-209) производ-
ства “Кристацелл” (Россия).

При ферментативном гидролизе в качестве
субстратов использовали РАра, СЖ и ЯВ.

Сухой СЖ (“Агрин”, Россия) был измельчен
до частиц 0.5–1.0 мм на мельнице MF10 basic
(“IKA Werke”, Германия). ЯВ (содержание сухих
веществ 17%) были получены перетиранием пло-
дов яблок сорта “Мельба” на бытовой шнековой
соковыжималке (“Scarlett”, Россия) с отделением
сока.

Определение активностей ФП. За 1 ед. активно-
сти принимали такое количество фермента, кото-
рое катализирует образование 1 мкмоль продукта
за 1 мин.

Активности по отношению к полисахаридным
субстратам (концентрация 5 г/л в реакционной
смеси) определяли по начальным скоростям об-
разования восстанавливающих сахаров (ВС) при
рН 5.0 и 50°С методом Шомоди–Нельсона [13].

Активности по отношению к п-нитрофениль-
ным производным сахаров (0.9 мМ в реакцион-
ной смеси) определяли по скорости образования
п-нитрофенола при рН 5.0 и 50°С [13].

Лиазную активность определяли по измене-
нию оптической плотности при 232 нм, регистри-
рующей накопление 4,5-ненасыщенного продук-
та трансэлиминирования пектина [14].

Содержание белка в ФП определяли методом
Лоури, используя БСА в качестве стандарта. Кон-
центрацию гомогенных ферментов оценивали по
оптической плотности при 280 нм, используя рас-
считанные по аминокислотной последовательно-
сти коэффициенты экстинкции.

Электрофорез в 12%-ном ПААГ с Na-ДДС
(ЭФ-ПААГ) проводили на приборе MiniProtein
(“Bio-Rad”, США) согласно руководству к при-
бору. Содержание отдельных белков в ФП оцени-
валось методом денситометрии.

Биоконверсия растительного сырья. Биоконвер-
сию субстратов проводили под действием гомоген-
ных ферментов или их смесей, при суммарном со-
держании белка 0.1 при гидролизе РАра и 2 мг/г
субстрата при гидролизе СЖ и ЯВ или 0.001 и
0.2 мг/мл реакционной смеси соответственно.
Гидролиз проводили в пластиковых пробирках
объемом 2 мл (объем реакционной смеси 1.5 мл) в
термостатируемом шейкере Biosan TS-100 (“Bio-
san”, Латвия) в присутствии 0.1 г/л антибиотика
ампициллина (РУП “Белмедпрепараты”, Респуб-
лика Беларусь) при рН 5.0 и 40°С. Концентрация
субстрата составляла 10 (в случае РАра) или 100 г/л
(в случае СЖ и ЯВ) в пересчете на сухое вещество.

В ходе гидролиза отбирали аликвоты, в которых
определяли концентрацию ВС (методом Шомоди–
Нельсона). Качественный и количественный со-
став низкомолекулярных сахаров определяли с по-
мощью ВЭЖХ-системы Agilent 1100 (“Agilent”,
США) на колонке Диасфер-110-Амин (5 мкм, 4.0 ×
× 250 мм). В качестве элюента использовали
смесь ацетонитрил–вода 75 : 25 при скорости
элюции 1 мл/мин, объем анализируемого образца
10–100 мкл.

Глубину гидролиза субстратов рассчитывали
исходя из содержания в них полисахаридов [3, 4].
Величину коэффициента синергизма (КС) рас-
считывали как отношение экспериментально по-
лученного значения концентрации продукта гид-
ролиза (ВС) при совместном действии ферментов
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к теоретически рассчитанному, последнее опре-
деляли как сумму концентраций ВС, полученных
при действии отдельных ферментов с учетом доли
каждого фермента в смеси.

Очистка АФ Af хроматографическими методами.
Получение гомогенного фермента проводили с
помощью жидкостной хроматографической си-
стемы NGC Chromatography Systems (“Bio-Rad”,
США) со спектрофотометрическим детектором.
На первой стадии ФП (10 мг белка) наносили на
анионообменную колонку Source 15Q (“Pharmacia”,
Швеция), уравновешенную 0.02 М бис-трис-HCl
буфером с рН 6.8. Связавшиеся с сорбентом бел-
ки элюировали линейным градиентом NaCl от 0
до 0.4 М со скоростью 1 мл/мин.

На следующем этапе очистки использовали
гидрофобную хроматографию на колонке Source
15 Isopropyl (объем 1 мл, “Pharmacia”, Швеция).
Во фракцию, содержащую исследуемый фермент,
добавляли при перемешивании сухой (NH4)2SO4 до
концентрации 1.7 М. Затем образец наносили на
колонку, уравновешенную 0.02 М Na-ацетатным
буфером, содержащим 1.7 М (NH4)2SO4. Элюцию
проводили в обратном градиенте концентрации
(NH4)2SO4 от 1.7 до 0 М со скоростью 1 мл/мин.

Для дальнейшей работы фракции, содержа-
щие очищенные белки, обессоливали на колонке
с биогелем Р4, уравновешенной 0.05 М Na-аце-
татным буфером с рН 5.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Очистка ферментов и анализ их специфичности.

Выделение эндоА, экзоА, АКГ, АФ Pc, ПЛ, ЦБГ,

ЭГ и БГ из соответствующих ФП проводили со-
гласно методикам, описанным в работах [5–11].
Для очистки АФ Af использовали двухстадийную
схему, включающую анионообменную с последу-
ющей гидрофобной хроматографией. На первой
стадии фракция, содержащая АФ Af, была собра-
на при концентрации NaCl 0.2 М, на второй ста-
дии – при 0.7 М (NH4)2SO4.

Во всех случаях гомогенность очищенных бел-
ков составляла более 90% согласно данным ЭФ-
ПААГ (рис. 1). Их идентификация была осуществ-
лена на основании результатов масс-спектрометри-
ческого анализа трипсиновых гидролизатов [15].
Активности очищенных ферментов к ряду суб-
стратов представлены в табл. 1.

ЭндоА обладала высокой активностью при ис-
пользовании в качестве субстрата ЛАра (52 ед./мг) и
низкой при использовании РАра (4 ед./мг). ЭкзоА
проявляла высокую активность по отношению к
ЛАра (117 ед./мг) и крайне низкую к РАра (5 ед./мг)
и пНФАФ (0.3 ед./мг). В отличие от эндоА и эк-

Рис. 1. Электрофорез в ПААГ с Na-ДДС очищенных ферментов: 1 – экзоА, 2 – эндоА, 3 – АФ Af, 4 – АКГ, 5 – АФ Pc,
6 – ЭГ, 7 – БГ, 8 – ЦБГ, 9 – ПЛ. М-маркеры, указаны молекулярные массы стандартных белков.

M M1 2 3 4 5 6 7 8 9

116

66

45

35

25

116

66

45

35

25

Таблица 1. Активности очищенных ферментов (ед./мг
белка), использованных для создания комплекса

Фермент
Субстрат

ЛАра РАра пНФАФ

ЭндоА 52 ± 3 4.1 ± 0.2 0
ЭкзоА 117 ± 9 5.0 ± 0.4 0.31 ± 0.01
АКГ 3.8 ± 0.2 28 ± 2 13 ± 1
АФ Pc 1.3 ± 0.1 2.2 ± 0.1 16 ± 1
АФ Af 0.61 ± 0.03 11 ± 1 18 ± 2
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зоА АКГ, АФ Pc и АФ Af проявляли крайне низкую
активность к ЛАра, обладая при этом высокой ак-
тивностью к РАра и/или к пНФАФ: активности
АКГ к РАра и к пНФАФ составляли 28 и 13 ед./мг
соответственно, активности АФ Pc и АФ Af по от-
ношению к РАра – 2 и 11 ед./мг соответственно, к
пНФАФ – 16–18 ед./мг. На основе данных о суб-
стратной специфичности и результатов масс-спек-
трометрического анализа АФ Pc была отнесена к
типу А, АФ Af – к типу В.

Изучение синергизма при гидролизе РАра под
действием арабиназ. Было изучено синергетиче-
ское взаимодействие между эндоА и ферментами
экзо-типа действия: экзоА, АФ Af, АФ Pc и АКГ.
Для этого подготовлены смеси ферментов, в ко-
торых доля эндоА составляла 20, 40, 60 или 80%. С
помощью этих смесей, а также индивидуальными
ферментами был проведен гидролиз РАра (исход-
ная концентрация 10 г/л). В табл. 2 представлены
концентрация ВС после 24 ч гидролиза и значе-
ния КС.

Индивидуальная эндоА практически не гидро-
лизовала РАра: концентрация ВС после 24 ч гид-

ролиза составила 0.4 г/л. Также невысокая кон-
центрация ВС (менее 1 г/л) наблюдалась при дей-
ствии индивидуальных экзоА и АФ Pc, а также их
смесей с эндоА. Наибольшую концентрацию ВС
(4.8 г/л) наблюдали для смеси эндоА и АКГ при
содержании ферментов 40 и 60% соответственно.
При этом рассчитанное значение КС составило
2.8. Менее эффективной оказалась смесь эндоА с
АФ Af при содержании ферментов 20 и 80% соот-
ветственно: концентрация ВС и значение КС со-
ставили 2.7 г/л и 2.2 соответственно. Следует от-
метить, что индивидуальные АКГ и АФ Af были
способны активно гидролизовать РАра: после 24 ч
гидролиза концентрация ВС составила 2.6 и 1.4 г/л
соответственно, в обоих случаях единственным
продуктом гидролиза была арабиноза.

Таким образом увеличить доступность основ-
ной цепи арабинана для эндоА могли только АКГ
и АФ Af – ферменты, обладающие способностью
не только гидролизовать олигомерные субстраты,
но и отщеплять боковые заместители в РАра. Так
как смеси эндоА с экзоА или АФ Pc были малоэф-
фективны, далее они не рассматривались как воз-

Таблица 2. Концентрация ВС (г/л) и КС после 24 ч гидролиза РАра смесями эндо- и экзоарабиназ

Фермент экзо-типа 
действия Содержание эндоА, % Концентрация ВС КС

нет 100 0.41 ± 0.02 –

ЭкзоА 80 0.69 ± 0.03 1.4

60 0.92 ± 0.04 1.6

40 0.81 ± 0.03 1.3

20 0.75 ± 0.03 1.1

нет 0.79 ± 0.04 –

АКГ 80 1.6 ± 0.1 1.9

60 3.2 ± 0.2 2.5

40 4.8 ± 0.3 2.8

20 4.2 ± 0.3 1.9

нет 2.6 ± 0.2 –

АФ Pc 80 0.65 ± 0.04 1.5

60 0.85 ± 0.06 1.9

40 0.86 ± 0.05 1.8

20 0.90 ± 0.07 1.8

нет 0.51 ± 0.02 –

АФ Af 80 0.95 ± 0.07 1.6

60 1.5 ± 0.1 1.9

40 2.0 ± 0.2 2.0

20 2.7 ± 0.2 2.2

нет 1.4 ± 0.1 –
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можный компонент оптимального ферментного
комплекса.

Подбор ферментов для гидролиза ЯВ. Следует
отметить, что содержание ВС в исходных ЯВ бы-
ло высоким – 50 г/л (при исходной концентрации
субстрата в реакционной смеси 100 г/л по сухой
массе). При этом основными сахарами были
фруктоза и глюкоза: 35 и 14 г/л соответственно.

В соответствии с полученными результатами
среди экзоарабиназ были выбраны наиболее ак-
тивные ферменты и оптимальное соотношение
ферментов эндо- и экзо-типов – это смеси эндоА +
+ АФ Af (в соотношении 20 : 80) и эндоА + АКГ
(40 : 60). Был проведён гидролиз ЯВ (табл. 3) в те-

чение 48 ч индивидуальными ферментами и по-
добранными смесями.

Можно однозначно выделить АФ Af как наи-
более эффективный фермент при гидролизе ЯВ.
Концентрация ВС после 48 ч гидролиза в присут-
ствии только этого фермента АФ Af составила 65 г/л,
а в присутствии смеси эндоА + АФ Af – 93 г/л (КС
1.5). Основными продуктами гидролиза были фрук-
тоза и глюкоза (65 и 25 г/л соответственно), а так-
же присутствовала арабиноза (3.4 г/л). Гидролиз в
присутствии АКГ и ее смеси с эндоА по выходу
ВС уступал даже АФ Af.

Для эффективного гидролиза растительного
сырья ферментная смесь должна содержать цел-
люлазы ЦБГ, ЭГ, БГ в оптимальном соотношении,

Таблица 3. Концентрация ВС, моносахаридов (г/л) и КС после 48 ч гидролиза ЯВ и СЖ смесями очищенных
ферментов

Фермент ВС Арабиноза Фруктоза Глюкоза КС

ЯВ
Сахара ЯВ 50 ± 4 0 35 ± 3 14 ± 1 –
ЭндоА 54 ± 5 0 39 ± 3 15 ± 2 –
АФ Af 65 ± 6 0.68 ± 0.07 46 ± 3 18 ± 2 –
АКГ 54 ± 5 0.93 ± 0.08 37 ± 4 16 ± 2 –
ЭндоА + АФ Af 93 ± 7 3.4 ± 0.3 65 ± 5 25 ± 3 1.5
ЭндоА + АКГ 62 ± 6 1.9 ± 0.2 42 ± 4 18 ± 2 1.1
Ц 64 ± 6 0 44 ± 4 21 ± 2 –
ПЛ 54 ± 4 0.11 ± 0.01 39 ± 3 14 ± 1 –
Ц + ПЛ (1 : 1) 64 ± 5 0.09 ± 0.01 46 ± 3 17 ± 2 1.1
Ц + ПЛ (9 : 1) 82 ± 6 0 53 ± 4 29 ± 3 1.3
Смесь А1 105 ± 9 3.2 ± 0.2 67 ± 5 31 ± 2 1.5
Смесь А2 89 ± 5 2.4 ± 0.2 58 ± 4 27 ± 2 1.2
Смесь А3 100 ± 8 2.4 ± 0.3 65 ± 5 32 ± 3 1.6
Смесь А4 95 ± 7 2.0 ± 0.1 61 ± 4 31 ± 2 1.5

СЖ
Сахара СЖ 0.96 ± 0.06 0 0.31 ± 0.02 0.42 ± 0.03 –
ЭндоА 6.4 ± 0.4 0.71 ± 0.07 2.4 ± 0.2 2.5 ± 0.2 –
АФ Af 6.5 ± 0.4 0.69 ± 0.07 2.8 ± 0.3 3.0 ± 0.3 –
АКГ 6.7 ± 0.5 1.1 ± 0.1 2.8 ± 0.2 2.7 ± 0.2 –
ЭндоА + АФ Af 9.1 ± 0.7 2.3 ± 0.1 3.4 ± 0.2 3.3 ± 0.2 1.4
ЭндоА + АКГ 9.6 ± 0.6 2.4 ± 0.2 2.8 ± 0.3 4.3 ± 0.4 1.5
Ц 9.6 ± 0.7 0.08 ± 0.01 2.4 ± 0.2 6.3 ± 0.5 –
ПЛ 7.5 ± 0.7 1.9 ± 0.2 0.37 ± 0.03 0.78 ± 0.06 –
Ц + ПЛ (1 : 1) 17 ± 1 2.9 ± 0.3 0.89 ± 0.07 11 ± 1 2.0
Ц + ПЛ (9 : 1) 13 ± 1 1.1 ± 0.1 1.3 ± 0.1 9.2 ± 0.8 1.4
Смесь А1 20 ± 2 5.7 ± 0.4 1.9 ± 0.1 10.5 ± 0.8 2.2
Смесь А2 18 ± 2 4.6 ± 0.3 1.4 ± 0.1 7.9 ± 5 2.0
Смесь А3 21 ± 2 6.2 ± 0.4 2.9 ± 0.2 12 ± 1 2.2
Смесь А4 20 ± 2 6.1 ± 0.4 2.6 ± 0.2 9.9 ± 0.7 2.1
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обеспечивающем наибольшую скорость превра-
щения субстрата в нужные продукты [16]. В работе
были использованы очищенные ЦБГ (активность
по отношению к МКЦ 0.65 ед./мг), ЭГ (активность
по отношению к КМЦ 33 ед./мг) из P. verruculosum
как ключевые ферменты целлюлазного комплекса
гриба, выделенные из ФП В1-537 по методикам,
описанным в работах [9, 10], а также БГ A. niger
(активность по отношению к п-НФГл 105 ед./мг),
выделенная из ФП F10 по методике [11]. Опти-
мальное соотношение между ЦБГ и ЭГ составляло
4 : 1, как было показано в работе [16]. Для устра-
нения ингибирования ЦБГ продуктом реакции
(целлобиозой) в реакционную смесь вносили БГ
в соотношении ЦБГ : БГ 9 : 1 [10]. В итоге была
использована смесь целлюлаз, обозначаемая да-
лее как Ц, содержащая ЦБГ, ЭГ, БГ в отношении
7 : 2 : 1 соответственно.

Присутствие пектина является важным факто-
ром, затрудняющим ферментативную переработку
растительного сырья, так как даже относительно
небольшое его содержание обуславливает высо-
кую вязкость раствора. В качестве пектиназы был
использован фермент ПЛ P. сanescens (активность
по отношению к пектину 19 ед./мг), выделение
которого проводили по методике [8].

Гидролиз ЯВ проводили как отдельными фер-
ментами (Ц и ПЛ), так и их смесями с соотноше-
нием компонентов по концентрации белка 1 : 1 и
9 : 1 соответственно. Соотношения были выбра-
ны исходя из предположительного состава суб-
стратов и уровня специфических активностей
ферментов. Результаты представлены в табл. 3.
Наиболее эффективной была смесь Ц + ПЛ с
большим содержанием целлюлазного комплекса
(соотношение Ц : ПЛ 9 : 1): после 48 ч гидролиза
концентрация ВС составила 82 г/л, КС – 1.3, сре-
ди продуктов преобладали фруктоза и глюкоза 53
и 29 г/л соответственно.

На основании полученных результатов были
составлены комплексы ферментов А1-А4, содер-
жащие арабиназы, целлюлазы и пектиназу (табл. 4),
для проведения гидролиза ЯВ (табл. 3). Смеси А1
и А3 с увеличенным содержанием Ц (70% от об-
щего белка) были более эффективны, чем смеси
А2 и А4 с содержанием Ц 50%. Наибольшая кон-
центрация ВС (105 г/л) после 48 ч гидролиза ЯВ

была получена при использовании смеси А1 с АФ
Af. Продуктами гидролиза были арабиноза (3.2 г/л),
фруктоза (67 г/л) и глюкоза (31 г/л).

Для всех смесей (А1-А4) значения КС, харак-
теризующего взаимодействие целлюлазного,
пектиназного и арабиназного комплексов, были
больше 1, в пределах 1.2–1.6, что свидетельствует
о присутствии положительного синергетического
эффекта.

Подбор ферментов для гидролиза СЖ. Содер-
жание ВС в исходном СЖ было невысоким около
1 г/л при исходной концентрации субстрата
100 г/л. При гидролизе СЖ эффективность инди-
видуальных арабиназ была примерно одинакова с
небольшим преимуществом АКГ: концентрация
ВС после 48 ч гидролиза составила 6.4–6.7 г/л, ос-
новными сахарами были фруктоза (2.4–2.8 г/л),
глюкоза (2.5–3.0 г/л), арабиноза (0.7–1.1 г/л)
(табл. 3).

При гидролизе СЖ смесями эндоА + АФ Af
или эндоА + АКГ во всех случаях наблюдалось
синергетическое взаимодействие между фермен-
тами эндо- и экзо-типа действия, значения КС
составили 1.4 и 1.5 соответственно. Использование
смесей ферментов при гидролизе СЖ по сравнению
с действием отдельных ферментов привело к увели-
чению концентрации ВС на 2.5–3 г/л в основном за
счет увеличения выхода арабинозы (табл. 3). Разни-
ца между выходом продуктов при использовании
смеси эндоА + АФ Af или эндоА + АКГ была не-
значительной.

При гидролизе СЖ в присутствии смесей Ц + ПЛ
более эффективной оказалась смесь с равным со-
держанием Ц и ПЛ: после 48 ч гидролиза концен-
трация ВС составила 17 г/л, КС – 2.0, а среди про-
дуктов преобладала глюкоза (11 г/л).

Из комплексов ферментов А1–А4, составлен-
ных из арабиназ, целлюлаз и пектиназы, смеси А1
и А3 с увеличенным содержанием Ц (70% от об-
щего белка) были более эффективны, чем смеси
А2 и А4 с 50%-ным содержанием Ц, что отража-
лось, в основном, на увеличении выхода глюко-
зы. Разница между смесями А1 с АФ Af и А3 с АКГ
была незначительной: концентрация ВС после
48 ч гидролиза СЖ составила 20–21 г/л, продук-
тами гидролиза были арабиноза (около 6 г/л),
глюкоза (11–12 г/л) и фруктоза (2–3 г/л).

Значение КС для всех смесей (А1-А4) состави-
ло 2.0–2.2, что свидетельствовало о присутствии
значительно более выраженного синергетического
эффекта между целлюлазами, пектиназой и араби-
назами при гидролизе СЖ, чем при гидролизе ЯВ.

Гидролиз ЯВ и СЖ ферментными препаратами.
На основе полученных результатов были сформи-
рованы комплексы ФП с преимущественным со-
держанием одного рекомбинантного фермента:
РСА-эндоА (содержание эндоА от общего белка
22%), РСА-АКГ (29% АКГ), Af-70а (12% АФ Af),

Таблица 4. Состав смесей очищенных ферментов

Смесь
ферментов

Содержание фермента, %

ЭндоА АФ Af АКГ Ц ПЛ

А1 4 16 – 70 10
А2 8 32 – 50 10
А3 8 – 12 70 10
А4 16 – 24 50 10



188

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 2  2023

СЕМЕНОВА и др.

РСА-ПЛ (47% ПЛ), В1-537 (ЦБГ 50%, ЭГ 17%),
F10 (70% БГ).

Проводился гидролиз как индивидуальными
ФП, так и их смесями, составленными в соответ-
ствии с наилучшими по составу смесями очищен-
ных ферментов А1 и А3 (ФП А1 и ФП А3 соответ-
ственно) (табл. 5). ФП и их смеси дозировали,
уравнивая по содержанию белка в реакционной
среде – 5 мг/г субстрата. В табл. 6 представлены
результаты гидролиза ЯВ и СЖ.

При гидролизе ЯВ наибольший выход продук-
тов наблюдался для индивидуальных ФП целлю-
лаз (В1-537 + F10) и пектиназы (РСА-ПЛ), а также
их смеси (В1-537 + F10 + РСА-ПЛ): концентра-
ция ВС после 48 ч гидролиза составляла 81–90 г/л
с преимущественным содержанием фруктозы (55–
64 г/л) и глюкозы (21–26 г/л). Индивидуальные
ФП арабиназ давали около 75–77 г/л ВС с преиму-
щественным содержанием фруктозы (52–54 г/л) и

глюкозы (18–20 г/л), а также арабинозы – 2.0–
2.9 г/л.

Смеси ФП А1 и ФП А3, включающие полный
комплекс ФП целлюлаз, пектиназы и арабиназ,
но содержащие разные ФП экзоарабиназ, были
одинаково эффективны: после 48 ч концентрация
ВС составляла 106 г/л, среди моносахаров основ-
ной была фруктоза (73–74 г/л), накапливались
также глюкоза (27–28 г/л) и небольшое количе-
ство арабинозы (3.4–3.6 г/л). При этом наблю-
дался почти полный гидролиз ЯВ.

Таким образом, использование комплекса ФП
целлюлаз, пектиназы и арабиназ при гидролизе
ЯВ позволило увеличить выход всех основных
моносахаридов (фруктозы, глюкозы, арабинозы)
по сравнению с проведением гидролиза только
целлюлазами или арабиназами.

При гидролизе СЖ индивидуальные ФП ара-
биназ были более активными, чем ФП целлюлаз
и/или пектиназы. Наибольшая концентрация ВС

Таблица 5. Состав комплексов ФП

Смесь
ферментов

Содержание ФП, %

РСА-эндоА Af-70а РСА-АКГ В1-537 F10 РСА-ПЛ

А1 4 16 – 63 7 10
А3 8 – 12 63 7 10

Таблица 6. Концентрация ВС и моносахаридов (г/л) после 48 ч гидролиза ЯВ и СЖ комплексами ФП

ФП ВС Арабиноза Фруктоза Глюкоза

ЯВ
Сахара ЯВ 50 ± 4 0 35 ± 3 14 ± 1
РСА-эндоА 75 ± 5 2.0 ± 0.1 53 ± 4 18 ± 2
Af-70а 77 ± 6 2.9 ± 0.3 52 ± 3 20 ± 2
РСА-АКГ 77 ± 5 2.8 ± 0.08 54 ± 4 18 ± 2
В1-537 + F10 84 ± 6 0 55 ± 4 26 ± 3
РСА-ПЛ 81 ± 4 0.81 ± 0.07 58 ± 3 21 ± 1
В1-537 + F10 + РСА-ПЛ 90 ± 5 0.32 ± 0.02 64 ± 3 25 ± 2
Смесь ФП А1 106 ± 9 3.6 ± 0.4 73 ± 6 28 ± 2
Смесь ФП А3 106 ± 8 3.4 ± 0.3 74 ± 6 27 ± 3

СЖ
Сахара СЖ 0.96 ± 0.06 0 0.31 ± 0.02 0.42 ± 0.03
РСА-эндоА 25 ± 2 10 ± 1 5.3 ± 0.5 8.1 ± 0.7
Af-70а 29 ± 2 12 ± 1 5.0 ± 0.3 11 ± 1
РСА-АКГ 34 ± 3 14 ± 1 5.6 ± 0.4 12 ± 1
В1-537 + F10 21 ± 2 1.6 ± 0.2 4.3 ± 0.4 14 ± 1
РСА-ПЛ 23 ± 2 7.8 ± 0.9 5.0 ± 0.4 7.1 ± 0.3
В1-537 + F10 + РСА-ПЛ 24 ± 2 1.9 ± 0.3 4.7 ± 0.4 14 ± 1
Смесь ФП А1 38 ± 3 14 ± 1 6.2 ± 0.4 18 ± 1
Смесь ФП А3 39 ± 3 15 ± 1 6.0 ± 0.5 18 ± 1
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после 48 ч гидролиза наблюдалась в случае ФП
РСА-АКГ и составляла 34 г/л, основными про-
дуктами были арабиноза и глюкоза – 14 и 12 г/л
соответственно. При действии только ФП Af-70а
или РСА-эндоА выход продуктов гидролиза был
немного ниже: концентрация ВС составляла 25–
29 г/л, арабинозы – 10–12 г/л, глюкозы – 8–11 г/л.

Смеси ФП А1 и ФП А3 были одинаково эф-
фективны при гидролизе СЖ: концентрация ВС
после 48 ч составляла 38–39 г/л, арабинозы – 14–
15 г/л, глюкозы 18 г/л, фруктозы – около 6 г/л.
Таким образом, использование комплекса ФП
целлюлаз, пектиназы и арабиназ при гидролизе
СЖ также позволило увеличить выход всех ос-
новных моносахаридов относительно действия
только ФП целлюлаз или арабиназ.

* * *
Для осуществления полного гидролиза слож-

ных по составу полисахаридных субстратов ис-
пользуется оптимально подобранный с учетом
особенностей структуры субстрата ферментатив-
ный комплекс. Ценным для получения сахаров
сырьем являются растительные отходы пищевой
промышленности и сельского хозяйства, такие
как ЯВ и СЖ. Ферментативные гидролизаты этих
субстратов содержат пентозы (арабинозу, ксило-
зу) и гексозы (глюкозу, фруктозу), которые могут
использоваться для получения этанола [17, 18],
молочной кислоты [19] и других продуктов с по-
мощью микроорганизмов. В работе [20] была по-
казана успешная двухстадийная конверсия гид-
ролизата СЖ в этанол дрожжами Saccharomyces
cerevisiae (была утилизирована глюкоза) с после-
дующим получением молочной кислоты из пен-
тоз в присутствии Lactobacillus plantarum.

Для получения гидролизатов ЯВ и СЖ с высо-
ким содержанием моносахаридов использовали
ФП целлюлаз, пектиназ, ксиланаз [18–21]. ЯВ ис-
ходно содержат большое количество раствори-
мых сахаров (глюкоза, фруктоза), поэтому после
ферментативного гидролиза ЯВ выход конечных
продуктов (ВС, моносахаридов) высок и состав-
ляет, как правило, 60–90% от сухой массы
[18, 21]. В то же время яблочный жом, получае-
мый после отмывки ЯВ от растворимых сахаров,
является менее реакционно способным и степень
его конверсии значительно ниже: в работе [19] из
39 кг жома путем обработки комплексом пекти-
наз и целлюлаз было получено 4.66 кг раствори-
мых сахаров.

В настоящей работе подбор ферментного ком-
плекса на основе очищенных ферментов позволил
осуществить полный гидролиз ЯВ до растворимых
сахаров: из 100 г/л (по сухому весу) ЯВ было получе-
но 106 г/л ВС, из которых 50 г/л ВС  соот-
ветствовали присутствующим в субстрате раство-

( )50%

римым сахарам ЯВ, а 56 г/л ВС получали за счет
ферментативного гидролиза нерастворимых по-
лисахаридов ЯВ.

Ранее [22] нами был описан полный гидролиз
СЖ в присутствии 12 очищенных ферментов раз-
личной специфичности. В настоящей работе бо-
лее подробно изучено взаимодействие эндо- и эк-
зоарабиназ при их гидролизе арабинана из СЖ,
был определен оптимальный качественный (эн-
доА + АФ Af или эндоА + АКГ) и количественный
состав (соотношение ферментов эндо- и экзо-ти-
па действия) арабиназного комплекса, что позво-
лило упростить состав комплекса используемых
ферментов. Концентрация арабинозы и глюкозы
достигала 15–18 г/л каждой. С учетом того, что
содержание гемицеллюлозы и целлюлозы в СЖ
составляло 24–32 и 22–24% соответственно [3],
конверсия полисахаридов в моносахариды со-
ставляла не менее 50 и 75%.

Высокие значения КС при использовании сме-
сей очищенных ферментов разной субстратной
специфичности свидетельствуют о необходимости
присутствия всех ферментов в реакционной среде.
Так для смеси целлюлаз и пектиназы КС составил
1.3 при гидролизе ЯВ и 2.0 при гидролизе СЖ, а
при добавлении также арабиназ – 1.5 и 2.2 соот-
ветственно.

Работа была выполнена при поддержке Мино-
брнауки РФ (Регистрационный номер Государ-
ственного Задания 122041100066-7).

Авторы благодарят сотрудников ЦКП “Про-
мышленные биотехнологии” ФИЦ Биотехноло-
гии РАН.
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The interaction of endoarabinase (endoA) with exo-type enzymes was studied during their joint hydrolysis of
branched arabinane (BAra), sugar beet pulp (SBP) and apple pomace (AP). It was shown that mixtures of
endoA with arabinofuranosidase (AF) or arabinoxylan-arabinofuranhydrolase (AXH) with endoA content of
20 and 40%, respectively, were the most effective in the hydrolysis of BAra. As a result of the optimization of
the complex of arabinases, cellulases and pectinase, almost complete conversion of AP into monosaccharides
(arabinose, glucose, fructose) was carried out. During the hydrolysis of SBP, the conversion rate of hemicel-
lulose (arabinane) was more than 50%, cellulose – 75%.
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Обнаружено влияние полярности электрической стимуляции внешней цепи биоэлектрохимиче-
ской системы, а также иммобилизации на аноде клеток Shewanella oneidensis MR-1, содержащих ген
пероксидаз класса DyP, на скорость обесцвечивания красителей разных типов. Для красителя трифе-
нилметанового кристаллического фиолетового максимальная скорость обесцвечивания суспендиро-
ванными клетками S. oneidensis MR-1 составила 2.05 ± 0.07 мкМ/ч и наблюдалась при подключении ис-
точника постоянного напряжения 1.2 В прямой полярности. Минимальные скорости наблюдались в
случае обратной полярности подключения. При иммобилизации клеток на аноде удельная скорость
обесцвечивания была выше, достигая 2.91 ± 0.09 мкМ/ч и не снижалась при повышении концентрации
субстрата. Наименьшие показатели также были отмечены для обратного подключения источника на-
пряжения. При обесцвечивании азокрасителя конго красного, максимальные значения скорости отме-
чены для источника с прямым подключением ионистора и при разомкнутой цепи (0.26 ± 0.01 и 0.29 ±
± 0.02 мкМ/ч соответственно), минимальное значение 0.11 ± 0.02 мкМ/ч наблюдали для обратного
подключения. Для продуктов биоэлектрокаталитического обесцвечивания кристаллического фио-
летового обнаружено значительное снижение интенсивности главного пика поглощения, соответ-
ствующего полосе 590 нм, практически без гипсохромного сдвига. О качественных изменениях со-
става продуктов обесцвечивания говорит появление нового максимума поглощения в районе 360 нм
для варианта с прямой полярностью подключения ионистора. Результаты могут представлять инте-
рес для разработки новых методов биоэлектрохимической очистки.

Ключевые слова: биоэлектрохимическая система, Shewanella oneidensis MR-1, кристаллический фио-
летовый, конго красный, биоэлектрокатализ, обесцвечивание, анод, микробный топливный эле-
мент
DOI: 10.31857/S0555109923020125, EDN: LVGKHT

Воздействие различных биоэлектрохимических
процессов на функционирование биологических
систем привлекает в настоящее время все более
пристальное внимание исследователей. Расши-
рение поля задач в этой области связано со мно-
гими нерешенными вопросами, возникшими при
анализе работы микробных топливных элемен-
тов, исходно созданных в качестве альтернатив-
ного источника энергии. Данные устройства об-
наруживали возможность использования для
нужд экологической биотехнологии и разработки
биосенсоров [1–4]. Получены многочисленные
экспериментальные подтверждения изменения
интенсивности биологической деградации раз-

личных веществ, в анаэробных условиях анодной
зоны микробных топливных элементов [5, 6].

Известно, что происходящая в естественных
условиях природных сред и микробиоценозов по-
ляризация поверхности электрода, даже будучи
ограничена величиной порядка от сотен мВ (на
практике) до теоретических 1.105 В [7], способна
влиять на биохимические процессы на границе
раздела фаз электрод-жидкость.

Существует значительный пул исследований
влияния биоэлектрохимических условий на про-
цессы, происходящие в условиях сложных мик-
робиоценозов непостоянного систематического
состава, меняющихся в зависимости от ряда фак-
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торов. При этом состав микробиоценоза может
зависеть даже от освещенности анода. Так в рабо-
те Xиаоxуан Ванг с соавт. [8] было обнаружено,
что освещение обуславливает замещение псевдо-
монадами доминировавших в условиях отсут-
ствия освещения представителей рода Geobacter.
При исследованиях, открывших возможность
влияния внешней электрической стимуляции на
метаногенез, также было отмечено изменение со-
става микробиоценоза под действием внешнего
напряжения 1.2 вольта. В работе [9] обнаружили,
что биоэлектрохимическое воздействие стимули-
ровало бродильщиков и гидрогенотрофных мета-
ногенов, увеличивая продукцию метана в 8.6 раза.
Таким образом, переход к более простой экспе-
риментальной модели, включающей одну чистую
культуру, позволяет исключить фактор смены со-
става сообщества.

К настоящему моменту известны работы, дока-
завшие возможность стимуляции слабыми внеш-
ними напряжениями, порядка десятых вольта,
биодеструкционной активности, а также соответ-
ствующего роста экспрессии генов ключевых
ферментов, на примере биодеградации Pseudomo-
nas sp. DGYH-12 фенантрена [10], но вопросы ки-
нетики процессов и оценки влияния на нее пара-
метров внешней цепи, в том числе искусственной
стимуляции, остаются в значительной мере от-
крытыми.

Таким образом, простая модель на основе чи-
стой культуры S. oneidensis MR-1, часто использу-
емой в биоэлектрохимических системах [11, 12],
позволит проверить влияние различных вариан-
тов внешней электрической стимуляции реакций
в анаэробной зоне. Целью стимуляции являются
изменения качественных или количественных
характеристик окислительно-восстановительных
реакций, осуществляемых ассоциированными с
анодом бактериями, обесцвечивающими редокс-
устойчивые красители. Известно, что за обесцвечи-
вание красителей отвечают, в том числе, бактери-
альные ферменты класса пероксидаз [13]. Обнару-
жено, что многие представители рода Shewanella, в
том числе S. oneidensis MR-1 [14] имеют выражен-
ную способность обесцвечивать различные кра-
сители, благодаря развитой системе ферментов, в
том числе азоредуктаз и, прежде всего, перокси-
даз класса DyP или краситель-обесцвечивающих
пероксидаз (dye decolorizing peroxidases), действие
которых может быть оценено по убыли субстрата
в реальном времени [15–17]. Рассматривая чи-
стую культуру шеванеллы как биологический
агент биоэлектрохимической системы, в которой
происходит обесцвечивание красителя, необходи-
мо отметить сохранение ключевой роли экзоэлек-
трогенных микроорганизмов, опосредующих взаи-
модействие электрода и внешней среды также и в
открытых системах [18]. Таким образом, получен-
ные данные могут быть экстраполированы на более

сложные микробиоценозы, воздействие на кото-
рые через электроды биоэлектрохимических си-
стем, конструктивно представляющих собой мик-
робный топливный элемент (МТЭ) безмембранно-
го типа, позволит влиять на биоремедационные
процессы уже в открытой системе.

Цель работы ‒ экспериментально определить
возможность влияния посредством внешней
электрической стимуляции биоэлектрохимиче-
ской системы слабыми напряжениями разной
полярности на скорость обесцвечивания краси-
телей культурой S. oneidensis MR-1 в анаэробных
условиях анодной камеры МТЭ.

МЕТОДИКА
В работе использовали штамм бактерий

S. oneidensis MR-1, полученный из Всероссийской
коллекции промышленных микроорганизмов
(№ в каталоге B-9861). Штамм выделен в 1987 г. из
ила озера Онейдо, филогения описана Ивановой
с соавт. [19] в 2004, относится к γ-протеобактери-
ям. Штамм широко используется в научно-иссле-
довательской деятельности в качестве экзоэлек-
трогенного микроорганизма, активно осуществ-
ляющего электрогенез и другие биохимические
процессы [20].

В качестве биоэлектрохимической системы
использовали МТЭ мембранного воздушнока-
тодного типа с объемом анодной камеры 69 мл
[21]. Материалом электродов послужил углерод-
ный войлок НТМ-200М (АО “НИИЭИ”, Россия)
толщиной 4 мм, анод имел размер 20 × 50 мм, катод
представлял собой диск из аналогичного материала
диаметром 18 мм, капиллярно смачиваемый ди-
стиллированной водой и прилегающий к катионо-
обменной мембране МФ-4СК (ОАО “Пластполи-
мер”, Россия). Обратная сторона диска контакти-
ровала с воздухом. Анод и катод контактировали
со внешней цепью через графитовые стержни,
вставленные в войлок. Перед использованием
мембраны МФ-4СК переводили в протонную
форму по стандартной методике окислительно-
термического кондиционирования перфториро-
ванных мембран [22].

В роли среды анодной камеры использовали
модельную сточную воду следующего минераль-
ного состава (мг/л): NaHCO3 – 480; NH4Cl – 95.5;
K2HPO4 · 3H2O – 146.7; KH2PO4 – 52.5; CaCl2 ·
· 2H2O – 63.1; MgSO4 · 7H2O – 19.2 [23]. В качестве
источника углерода и энергии применяли пептон
(1 г/л).

Клетки S. oneidensis MR-1 выращивали на пи-
тательном агаре. Трехсуточную культуру смывали
минеральной основой среды, дважды отмывали
той же средой и вносили в анодные камеры.

Детали МТЭ, контактирующие с содержимым
камер, стерилизовали автоклавированием. В ро-
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ли биологического агента в камеры, заполненные
стерильной средой, вносили S. oneidensis MR-1
либо в виде суспензии с конечной концентрацией
в анодной камере 2 × 107 кл./мл, либо предвари-
тельно адсорбционно иммобилизованными на
поверхности анода из НТМ-200М в среде мине-
ральной основы используемой модельной сточ-
ной воды. Количество адсорбированных на аноде
клеток учитывали по убыли их титра в среде для
иммобилизации. Обеспечивали равенство био-
массы клеток, вносимых в анодные камеры в сус-
пендированном и адсорбированном виде.

Инкубирование МТЭ велось на орбитальных
качалках Biosan Multi Shaker Psu 20i (“Biosan”,
Латвия) при 60 об./мин при 25°С.

Для приложения внешней разности потенциа-
лов использовали ионисторы Maxwell BCAP0350
E270 T11 (“Maxwell”, Китай) емкостью 350 Ф, от-
личающиеся низким током саморазряда 0.3 мА и
предварительно заряженные до напряжения 1.2 В.

Измерение оптической плотности выполняли
на спектрофотометре Leki SS2107 (“LEKI Instru-
ments”, Финляндия) в спектрофотометрических
кюветах с толщиной поглощающего слоя 10 мм
при длинах волн 590 нм (кристаллический фиоле-
товый) или 480 нм (конго красный). Регистрацию
оптических спектров поглощения проводили с
использованием программного обеспечения Leki
ScanPro.

Использовали красители кристаллический
фиолетовый и конго красный (АО “Вектон”, Рос-
сия), ЧДА.

Для осаждения клеток применяли центрифугу
РС-6МЦ (“Dastan”, Киргизия).

Измерение разности потенциалов выполняли
при помощи прецизионного цифрового мульти-
метра Актаком АММ-1139 (ЗАО НПП “Эликс”,
Россия).

Выделение тотальной ДНК из чистых культур
бактерий осуществляли набором diaGene 3318
(“Диаэм”, Россия). Для проведения амплифика-
ции применяли набор БиоМастер HS-Taq ПЦР-
Color (2х) (“Биолабмикс”, Россия). ПЦР осу-
ществляли в амплификаторе Authorized Thermal
Cycler (“Eppendorf”, Германия). Использовали
вырожденные праймеры для широкого круга бакте-
риальных обесцвечивающих красители пероксидаз,
прямой 5'-GAYCTGTGCTTYGARCTSGC-3', об-
ратный 5'-ASCCGATRAARTASGTGCC-3' [24]
(“Синтол”, Россия). Продукты ПЦР визуализи-
ровали при проведении электрофореза в агароз-
ном геле с окрашиванием бромистым этидием.
Применяли ДНК-маркер “Sky-High” (ООО
“Биолабмикс”, Россия).

Статистическую обработку полученных данных
осуществляли методами вариационной статистики
с использованием t-критерия Стьюдента, а также

U-критерия Манна–Уитни. Достоверным счита-
ли различие при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для штамма S. oneidensis MR-1 в ходе предвари-
тельных экспериментов была обнаружена способ-
ность к обесцвечиванию водных растворов кри-
сталлического фиолетового и ряда других красите-
лей в анаэробных условиях анодной камеры МТЭ.
При помощи вырожденных праймеров, позволя-
ющих выявлять широкий круг бактериальных ге-
нов пероксидаз класса DyP (обесцвечивающие
красители пероксидазы), у используемой культуры
S. oneidensis MR-1 было обнаружено присутствие
возможного гомолога данного гена с характер-
ным размером ампликона порядка 400 н.п. [24]. В
случае примененного в качестве отрицательного
контроля штамма E. coli М17 продукты отсутство-
вали, обнаруживаясь при использовании штамма
Rhodococcus erythropolis ВКМ Ас-2017Д, который
использовали как положительный контроль.
Штамм R. erythropolis ВКМ Ас-2017Д известен
значительной деструктивной активностью в от-
ношении широкого круга углеводородных суб-
стратов и применением в экологической биотех-
нологии [25, 26].

МТЭ перед внесением обесцвечиваемого суб-
страта выдерживали в течение трех сут для вырав-
нивания в анодных камерах разных ячеек условий,
о чем судили по сходным значениям разностей по-
тенциалов между анодом и катодом, формируе-
мых электрогенной культурой S. oneidensis MR-1.
После этого к аноду и катоду подключали один из
трех вариантов внешних электрических цепей:
пассивное сопротивление (резистор 1КОм), заря-
женный до напряжения 1.2 В ионистор с прямой
полярностью подключения (отрицательный по-
люс подключен к аноду МТЭ), либо аналогичный
ионистор с обратной полярностью подключения
(положительный полюс к аноду). Ионисторы вы-
ступали в качестве источника тока и напряжения.
При отсутствии резистора или ионистора цепь
считалась разомкнутой.

Для предупреждения осаждения клеток S. onei-
densis MR-1 на дно анодных камер и для оптими-
зации массопереноса МТЭ размещали на движу-
щейся платформе орбитального шейкера при тем-
пературе 25°С и 100 об./мин. Каждый эксперимент
проводили в трех повторностях.

В анодные камеры вносили концентрирован-
ный раствор одного из красителей – кристалли-
ческого фиолетового или конго красного до ко-
нечной концентрации 2.5 мг/л, фиксируя дина-
мику оптической плотности при длине волны,
соответствующей максимуму поглощения водно-
го раствора данного красителя. По истечении
1 сут инкубации краситель вносили повторно,



194

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 59  № 2  2023

САМКОВ и др.

ступенчато увеличивая концентрацию на 7.5 мг/л
в сут (расчетные концентрации 2.5, 10.0 и 17.5
мг/л), периодически фиксируя оптическую плот-
ность. Такая схема эксперимента была сформи-
рована для возможности оценки зависимости
удельной скорости обесцвечивания красителя, а
также и от концентрации данного субстрата.

После 3 сут инкубации в холостом режиме, на-
чиная с момента первого внесения красителей, до-
полнительно фиксировали разности потенциалов
между катодом и анодом. Для варианта “ионистор
“–”” (ионистор с обратной полярностью подклю-
чения, то есть положительный полюс подключен к
аноду, а отрицательный к катоду) приведены моду-
ли значений, для расположения графиков напря-
жения в положительной координатной полуплос-
кости. Полученные результаты показаны на рис. 1.

При естественной поляризации иммобилизо-
ванные клетки давали небольшой прирост разно-
сти потенциалов по сравнению со свободными.
Разница была значительной при наличии во
внешней цепи резистора, замыкавшего цепь и
снижавшего данный показатель. Колебания на-
пряжения, заметные в случае разомкнутой цепи,
совпадали со временем внесения красителя и
могли быть связаны как со стрессовым воздей-
ствием субстрата на культуру, так и с повышением
окислительно-восстановительного потенциала ка-
меры из-за попадания в нее кислорода. Значитель-
ный интерес представлял график разряда ионисто-
ров: при подключении отрицательным полюсом к
катоду (“ионистор “–””) разряд происходил значи-
тельно быстрее по сравнению с прямой полярно-
стью (“ионистор “+””), что было более выражено

при условии иммобилизации клеток. Таким обра-
зом, наличие биологического агента, локализован-
ного на границе раздела фаз электрод/жидкость,
заметно увеличивало эффективность переноса
электрического заряда при обратной полярности
подключения.

Для исследования кинетических параметров
обесцвечивания кристаллического фиолетового,
после отбора проб через герметичные отводы и оса-
ждения клеток в центрифуге, проводили оценку
оптической плотности при длинах волн, соответ-
ствующих максимумам поглощения красителей.
Динамика оптической плотности, в соответствии
с тремя внесениями красителя, имела ступенча-
тый характер (рис. 2). По скорости снижения по-
казателя в течение 3 ч после каждого очередного
добавления субстрата оценивали удельную ско-
рость реакции. При использовании суспендиро-
ванных клеток S. oneidensis MR-1 в эксперименте
с кристаллическим фиолетовым имело место зна-
чительное влияние как наличия биологического
агента, так и устройства внешней цепи, в разной
степени влияющих на динамику обесцвечивания
субстрата. Некоторое снижение D590 в стериль-
ном контроле, после первого внесения красителя
до концентрации 2.5 мг/л, могло быть связано с
адсорбцией красителя на развитой поверхности
войлока НТМ-200М. После второго и последую-
щего внесения дальнейшего уменьшения D590 в
условиях стерильной среды практически не проис-
ходило. Необходимо отметить более выраженную
интенсивность обесцвечивания при использовании
суспендированных клеток и применении во внеш-
ней цепи ионистора, поднимающего разность по-

Рис. 1. Динамика разности потенциалов между электродами биоэлектрохимических систем в ходе обесцвечивания
кристаллического фиолетового суспендированными (а) и иммобилизованными (б) клетками S. oneidensis MR-1 в
зависимости от условий электрической стимуляции внешней цепи: 1 – ионистор прямой полярности подключения;
2 – ионистор обратной полярности подключения, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая цепь.
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тенциалов между анодом и катодом до 1.2 В, с со-
блюдением естественной полярности, формиру-
ющейся в МТЭ.

На рис. 2б показана динамика снижения D590
раствора кристаллического фиолетового при сту-
пенчатом внесении в анодную камеру МТЭ в за-
висимости от внешней цепи в том случае, когда
на аноде были предварительно адсорбционно им-
мобилизованы клетки S. oneidensis MR-1.

Локализация клеток S. oneidensis MR-1 на гра-
нице раздела анод/среда значительно влияла на
динамику обесцвечивания вносимого поэтапно
красителя, что иллюстрировалось более интен-
сивным снижением показателя при использова-
нии иммобилизованных клеток в течение первых
4 ч после каждого очередного добавления кри-
сталлического фиолетового, относительно после-
дующих 20 ч инкубации, до следующего цикла
повышения концентрации.

Для оценки зависимости кинетических пара-
метров обесцвечивания кристаллического фио-
летового от режима внешней электрической цепи
были построены графики зависимости удельной
скорости реакции от концентрации красителя
для всех вариантов цепей (резистор, подключен-
ные прямой и обратной полярностью ионисторы,
разомкнутая цепь) и локализации клеток (суспен-
дированные либо иммобилизованные на аноде).
Поскольку наибольшая интенсивность обесцве-
чивания имела место в первые 4 ч после внесения
субстрата, этот диапазон представлял наиболь-
ший интерес как с теоретической, так и с практи-
ческой (проточные системы очистки) точки зре-
ния. Результаты приведены на рис. 3.

Локализация клеток в наиболее электрохими-
чески активной зоне на поверхности анода, зна-
чительно влияла на зависимость кинетики обес-
цвечивания трифенилметанового красителя от
концентрации субстрата. В случае суспензии кле-
ток при достижении концентрации субстрата около
20 мкМ, наблюдалось устойчивое снижение удель-
ной скорости реакции для всех вариантов внешних
цепей. При этом приложение внешнего источника
тока и разности потенциалов в соответствии с по-
лярностью микробных топливных элементов, где
отрицательно заряженный электрод – анод в
МТЭ выполнял функцию приема электронов,
обеспечило почти двукратное повышение макси-
мальной скорости по сравнению с остальными
вариантами. Максимальная скорость в этом слу-
чае достигала 2.05 ± 0.07 мкМ/ч, при разомкнутой
цепи – 1.30 ± 0.08, использовании ионистора с об-
ратной полярностью – 0.83 ± 0.04, резистора –
1.10 ± 0.07 мкМ/ч. В случае адсорбированных кле-
ток в этом же диапазоне концентраций субстрата
снижение удельной скорости обесцвечивания не
происходило, показатели достигали для трех вари-
антов (разомкнутая цепь, ионистор с прямой по-

лярностью подключения, резистор) близких значе-
ний – 2.78 ± 0.05 – 2.91 ± 0.09 мкМ/ч. В случае
ионистора с обратной полярностью обнаружено
низкое значение скорости – 2.09 ± 0.05 мкМ/ч.

Для проверки гипотезы влияния принудитель-
ной поляризации на биоэлектрохимические про-
цессы обесцвечивания красителей был поставлен
аналогичный эксперимент с азокрасителем конго
красным, существенно отличающимся по строе-
нию молекулы. Для суспензионных клеток S. onei-
densis MR-1 была построена зависимость удель-
ной скорости обесцвечивания данного красителя
от концентрации субстрата при условиях внеш-
ней цепи, аналогично предыдущему эксперимен-
ту с кристаллическим фиолетовым (рис. 4).

При сходных показателях резистора, положи-
тельно подключенного ионистора и разомкнутой

Рис. 2. Динамика изменения D590 раствора кристал-
лического фиолетового при ступенчатом внесении в
анодную камеру МТЭ в присутствии суспендирован-
ных (а) и иммобилизованных на аноде (б) клеток
S. oneidensis MR-1, в зависимости от условий электри-
ческой стимуляции внешней цепи биоэлектрохими-
ческой системы: 1 – ионистор прямой полярности
подключения, 2 – ионистор обратной полярности
подключения, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая
цепь, 5 – контроль.
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цепи, вариант опыта с подключенным отрица-
тельной полярностью ионистором отличался ми-
нимальными показателями удельной скорости, что
соответствовало результатам предыдущего экспе-
римента с кристаллическим фиолетовым. Сходство
показателей удельной скорости обесцвечивания с
применением резистора, положительно подклю-
ченного ионистора и разомкнутой цепи, целесо-
образно связать с общей низкой скоростью обес-
цвечивания данного красителя используемой
культурой. Максимальный показатель не превы-
шал 0.3 мкМ/ч, что практически на порядок мень-
ше скоростей обесцвечивания кристаллического
фиолетового.

Известно, что N-деметилирование и расщеп-
ление сопряженной хромофорной структуры яв-
ляются наиболее распространенными путями

биологической деградации трифенилметановых
красителей [27–29]. Для общей оценки возмож-
ного изменения состава продуктов распада кри-
сталлического фиолетового, после проведения
эксперимента с обесцвечиванием, дополнительно
были проанализированы оптические спектры по-
глощения, в области максимума поглощения ис-
следуемого вещества в диапазоне длин волн от
330 до 830 нм. В качестве образца сравнения ис-
пользовали дистиллированную воду, среда без
добавления красителя в данной области не имела
выраженных полос поглощения. Спектральные
кривые для всех экспериментальных вариантов с
суспензионными клетками S. oneidensis MR-1, а
также для контроля, приведены на рис. 5.

Для всех экспериментальных вариантов харак-
терно значительное снижение интенсивности глав-
ного пика поглощения красителя, соответствующе-
го полосе 590 нм. При этом обращает на себя вни-
мание отсутствие или относительно малые (в
пределах 5–10 нм) гипсохромные сдвиги основ-
ной полосы с максимумом поглощения 590 нм и
коротковолнового плеча, даже при высоких сте-
пенях разложения. Для резистора 1 КОм основ-
ная полоса находилась на 585 нм, “ионистор “+”” –
580 нм, “ионистор “–”” – 590 нм, разомкнутая
цепь – 585 нм. В то же время в работе [30], в кото-
рой были изучены спектры кристаллического фи-
олетового после воздействия пероксидазы класса
DyP (обесцвечивающей краситель пероксидазы)
из Bacillus amyloliquefaciens, был показан сдвиг ос-
новного пика и коротковолнового плеча в коротко-
волновую область, составляющий десятки нано-
метров, до значения 547.5 нм. Это было интерпре-

Рис. 3. Удельная скорость обесцвечивания кристал-
лического фиолетового суспендированными (а) и
иммобилизованными на аноде (б) клетками S. onei-
densis MR-1 в зависимости от условий электрической
стимуляции внешней цепи биоэлектрохимической
системы и концентрации красителя: 1 – ионистор
прямой полярности подключения, 2 – ионистор об-
ратной полярности подключения, 3 – резистор
1 КОм, 4 – разомкнутая цепь.
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Рис. 4. Зависимость удельной скорости обесцвечива-
ния (мкМ/ч) конго красного клетками S. oneidensis
MR-1 от условий электрической стимуляции внеш-
ней цепи биоэлектрохимической системы и концен-
трации красителя: 1 – ионистор прямой полярности
подключения, 2 – ионистор обратной полярности
подключения, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая
цепь.
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тировано как признак разрушения сопряженной
хромофорной структуры и удаления электроно-
донорной группы, на что также указано в работах
других авторов [31, 32]. Таким образом, полученные
результаты свидетельствовали о более полном про-
цессе деградации красителя до не поглощающих в
данном спектральном диапазоне соединений.

Отмечено сохранение полос поглощения в ко-
ротковолновой области, что может быть связано с
накоплением продуктов распада кристалличе-
ского фиолетового, основная полоса поглощения
которого находится при 590 нм, а также иных
микробных метаболитов. При этом, для большин-
ства экспериментальных вариантов основной мак-
симум поглощения приходился на 340–345 нм (в
контроле – 340 нм), в то время как вариант
“ионистор “+”” показал появление нового мак-
симума поглощения в коротковолновой области,
в районе 360 нм при сохранении заметного плеча
на 340 нм. Известно, что продуктами распада
кристаллического фиолетового могут быть N,N-
диметил-N',N'-диметил-N"-метилпарарозанилин,
N,N-диметил-N',N'-диметилпарарозанилин, N,N-
диметилпарарозанилин, N-метилпарарозани-
лин, 4,4'-бис(диметиламино)бензофенон (кетон
Михлера), 4-(N-метиламино)-4'-(N'-метилами-
но)бензофенон, 4-(N-метиламино)-4'-аминобен-
зофенон, N, N-диметиланилин, бензохинон) [30],
причем для Shewanella наиболее характерными
являются N,N-диметиламинобензальдегид и ке-
тон Михлера [33].

Таким образом, различия в расположении полос
поглощения продуктов обесцвечивания кристалли-
ческого фиолетового чистой культурой S. oneidensis
MR-1 указывают не только на количественные,
но и качественные изменения процесса в разных
биоэлектрохимических условиях, наиболее выра-
женных при стимулировании внешним источни-
ком слабого электрического поля и напряжения,
подключенного в соответствии с естественной
полярностью микробного топливного элемента,
выступающего в качестве реактора. Эффект стиму-
лирования или ингибирования обесцвечивания
проявлялся в условиях низкого окислительно-вос-
становительного потенциала анодной камеры био-
электрохимической системы. За счет естественной
поляризации поверхности электродов (разомкну-
тая цепь и резистор 1 КОм) или, что более выраже-
но, при положительной стимуляции ионистором
прямого подключения, могло происходить ускоре-
ние процесса N-деметилирования, расщепление
одного из ароматических колец и иных ключевых
реакций обесцвечивания. Данные реакции могут
быть связаны с потоком восстановительных экви-
валентов, передаваемых шеванеллой вовне цито-
хромами наружной мембраны, а также через пе-
реносчик рибофлавин в условиях наличия искус-
ственного акцептора электронов – отрицательно
заряженного анода. Напротив, при подключении

ионистора с обратной полярностью данный эф-
фект мог нивелироваться, так как анод имел про-
тивоположный знак заряда. Сопряжение реакций
биодеградации красителей, электрогенеза (S. onei-
densis MR-1) и возможных электрохимических про-
цессов на аноде зависит, таким образом, от знака
заряда внешнего источника тока и напряжения,
подключенного к электродам биоэлектрохимиче-
ской системы. Химизм реакции восстановления
азосвязи, приводящей к обесцвечиванию азокраси-
телей в анаэробных условиях, упоминаемый в рабо-
те российских авторов [34], позволяет предполо-
жить связь экзоэлектрогенной активности S. оnei-
densis MR-1 с передачей энергии, поступающей в
биоэлектрохимическую систему через внешнюю
цепь от источника тока, что катализировало или
ингибировало реакции восстановления азосвязей
и обесцвечивание конго красного, в зависимости
от полярности подключения. В исследовании Чао
Ли с соавт. [35] восстановление и разрыв двойной
связи между атомами азота, приводящие к обес-
цвечиванию конго красного, также связывали с
электроактивными бактериальными биопленка-
ми на аноде микробного топливного элемента.
Авторы констатировали ускорение обесцвечивания
при замкнутой цепи по сравнению с разомкнутой.
Это согласуется с положительным влиянием на
обесцвечивание красителей интенсификации пере-
носа заряда и иных электрохимических процессов
на поверхности анода, в результате стимуляции
внешним источником тока и напряжения, усилива-
ющим естественную разность потенциалов между
электродами.

Рис. 5. Спектры поглощения продуктов разложения
кристаллического фиолетового культурой S. oneiden-
sis MR-1 в зависимости от условий электрической
стимуляции внешней цепи биоэлектрохимической
системы: 1 – ионистор прямой полярности подклю-
чения, 2 – ионистор обратной полярности подключе-
ния, 3 – резистор 1 КОм, 4 – разомкнутая цепь, 5 –
контроль.
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САМКОВ и др.

Таким образом, при обесцвечивании трифе-
нилметанового красителя кристаллического фи-
олетового и азокрасителя конго красного культурой
S. oneidensis MR-1 в анаэробных условиях анод-
ной камеры биоэлектрохимической системы было
обнаружено влияние полярности подключения к
электродам внешнего источника тока и напряже-
ния. Увеличение удельной скорости реакции при
ступенчатом повышении концентрации субстрата
было отмечено для вариантов опыта, где происхо-
дила поляризация электродов, как естественная, до
0.59 В, за счет электрогенеза S. oneidensis MR-1, так
и более выраженная искусственная – в условиях
положительной стимуляции источником посто-
янного тока и напряжения 1.2 В прямого подклю-
чения (отрицательный полюс к аноду, положи-
тельный – к воздушному катоду). При обратном
подключении источника напряжения положи-
тельным полюсом к аноду во всех случаях наблю-
далось снижение удельной скорости обесцвечи-
вания как для кристаллического фиолетового так
и для конго красного, что сопровождалось повы-
шенным расходом электрического заряда ис-
пользуемого в качестве источника тока и напря-
жения ионистора. Иммобилизация клеток на по-
верхности анода значительно усиливала скорость
обесцвечивания кристаллического фиолетового
по сравнению с суспендированными клетками,
при этом, негативный эффект обратного подклю-
чения ионистора сохранялся. Таким образом, ис-
кусственная внешняя поляризация электродов
биоэлектрохимической системы позволяла как
положительно, так и отрицательно влиять на осу-
ществляемые электрогенной культурой реакции,
приводящие к обесцвечиванию красителей раз-
ных типов в анаэробной среде анодной камеры.
Экзоэлектрогенная активность клеток S. oneidensis
MR-1, способных к передаче заряда вовне, при
помощи систем цитохромов и специальных кле-
точных структур, может обеспечивать сопряже-
ние внешней электрической цепи и энергоемких
биохимических процессов, происходящих в при-
легающем объеме, в том числе восстановления и
разрыва двойной связи между атомами азота в
молекуле конго красного, N-деметилирования и
расщепления сопряженной хромофорной струк-
туры кристаллического фиолетового.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке гранта Российского научного фонда
№ 22-24-00401, https://rscf.ru/project/22-24-00401/.
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Decolorization of Dyes in the Bioelectrochemical System Depending 
on the Immobilization of Shewanella oneidensis MR-1 Cells on the Anode Surface 

and Electrical Stimulation of the External Circuit
A. A. Samkova, *, Yu. A. Chugunovaa, b, M. N. Kruglovaa, E. V. Moiseevaa, N. N. Volchenkoa, 

A. A. Khudokormova, S. M. Samkovaa, and E. V. Karasevaa

aKuban state university, Krasnodar, 350040 Russia
bKuban State Medical University, Krasnodar, 350063 Russia

*e-mail: andreysamkov@mail.ru

The effect of the polarity of the electrical stimulation of the external circuit of the bioelectrochemical systems,
as well as the immobilization of Shewanella oneidensis MR-1 cells containing the DyP peroxidase gene on the
rate of discoloration of dyes of different types was found. For the crystal violet triphenylmethane dye, the
maximum decolorization rate by suspended S. oneidensis MR-1 cells 2.05 ± 0.07 μM/h was noted in the case
of connecting a 1.2 V direct polarity DC voltage source. One of the minimum rates was observed in the case
of reverse polarity of the connection. In the case of cells immobilized on the anode, the rate was higher,
reaching 2.91 ± 0.09 μM/h and did not decrease with increasing substrate concentration. The lowest values
were also noted for the reverse connection of the voltage source. In case of the azo dye congo red, the maxi-
mum rate was found for a source with direct connection and an open circuit (0.26 ± 0.01 and 0.29 ±
± 0.02 μM/h, respectively), the minimum value is 0.11 ± 0.02 μM/h for reverse connection. For the crystal
violet decolorization products, a significant decrease in the intensity of the main absorption peak at 590 nm
band was found, with no notable hypsochromic shift. The qualitative changes in the decolorization products
composition are indicated by the appearance, in case of a direct polarity of the ionistor connection, of a new
absorption maximum in the region of 360 nm. The results may be of interest for the development of new
methods of bioelectrochemical cleaning.

Keywords: bioelectrochemical system, Shewanella oneidensis MR-1, crystal violet, congo red, bioelectroca-
talysis, decolorization, anode, microbial fuel cell
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Исследованы изменения концентраций пероксида водорода и циклического аденозинмонофосфа-
та (цАМФ) в корнях проростков гороха сорта Рондо и его суперклубенькового мутанта Nod3 и бес-
клубенькового К14 при инфицировании Rhizobium leguminosarum bv. vicieae (штамм RCAM 1022) или
Pseudomonas syringae pv. pisi (штамм 1845). Показано, что через 360 мин после инфицирования про-
ростков гороха сорта Рондо уровень эндогенного пероксида водорода незначительно отличался от
контроля. В корнях проростков Nod3 этот уровень существенно снижался, а в корнях К14 достовер-
но возрастал при инфицировании штаммом 1845, но оставался без изменений при воздействии бак-
терий штамма RCAM 1022. В тоже время инфицирование RCAM 1022 в течение 360 мин приводило
к резкому возрастанию уровня цАМФ в зонах зачатков и молодых волосков корня проростков Рон-
до, тогда как штамм 1845 не оказывал влияния на этот показатель. На концентрацию цАМФ в кор-
нях проростков мутанта Nod3 оба вида бактерий не оказывали воздействия, тогда как у К14 под воз-
действием RCAM 1022 уровень цАМФ возрастал почти в 2 раза, а под воздействием 1845 – снижался.
Предполагается, что пероксид водорода и цАМФ могут принимать участие в формировании су-
перклубенькового и бесклубенькового фенотипов мутантов, а также в формировании устойчивости
к специфическому патогену, Pseudomonas syringae pv. pisi. Возможно, что данный феномен можно
использовать для диагностики устойчивости вновь создаваемых мутантов и сортов гороха к возбу-
дителю бактериального ожога.

Ключевые слова: суперклубеньковый мутант гороха Nod3, бесклубеньковый мутант гороха К14, го-
рох сорта Рондо, Н2О2, цАМФ, Rhizobium leguminosarum bv. vicieae, Pseudomonas syringae pv. pisi
DOI: 10.31857/S0555109923020113, EDN: LLWBKA

Фиксация атмосферного азота растениями се-
мейства Fabáceae осуществляется в тесном кон-
такте с бактериальными микропартнерами родов
Rhizobium, Sinorhizobium и Bradyrhizobium. Извест-
но, что процесс азотфиксации находится под гене-
тическим контролем растения-хозяина, определяя
число формирующихся клубеньков, их размеры и
морфологию [1]. В связи с этим существенное
значение имеет изменение концентраций сиг-
нальных молекул в клетках растения-хозяина на
ранних этапах ризобиальной инфекции, по-
скольку вторичные мессенджеры через сигналь-
ные каскады участвуют в регуляции экспрессии
специфических генов. С этим связано кратковре-
менное повышение концентраций активных форм
кислорода и азота [2, 3], а также Са2+ [4]. С этой
точки зрения хорошим объектом для исследова-

ний являются мутанты гороха, различающиеся по
образованию клубеньков. Однако мутации могут
вызвать изменение чувствительности к бактери-
альным патогенам. Поскольку в реализации ме-
ханизмов устойчивости/восприимчивости при-
нимают участие сигнальные системы растения, в
частности вторичный мессенджер аденилатцик-
лазной сигнальной системы, циклический адено-
зинмонофосфат (цАМФ) [5, 6], их функциониро-
вание в мутантных растениях гороха является
весьма важным показателем.

Цель данной работы – исследование измене-
ний концентраций Н2О2 и цАМФ в зонах роста
корня проростков гороха (Písum sativum) сорта Рон-
до и мутантов, полученных из этого сорта, суперк-
лубенькового (Nod3) и бесклубенькового (К14),
при инфицировании Rhizobium leguminosarum bv.

УДК 581.1:633.358:577.13
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vicieae (штамм RCAM 1022) или Pseudomonas syrin-
gae pv. pisi (штамм1845).

МЕТОДИКА
Объектами исследования служили 3-суточные

проростки гороха (Pisum sativum) сорта Рондо и
суперклубенькового (Nod3) и бесклубенькового
(К14) мутантов этого сорта, а также планктонные
культуры Rhizobium leguminosarum bv. vicieae, эф-
фективный по азотфиксации штамм RCAM 1022,
полученный из Ведомственной коллекции полез-
ных микроорганизмов сельскохозяйственного на-
значения Всероссийского научно-исследователь-
ского института сельского хозяйства (ВНИИСХМ);
Pseudomonas syringae pv. pisi (штамм 1845), полу-
ченный из Всероссийского научно-исследова-
тельского института фитопатологии.

Культивирование бактерий. Бактериальные куль-
туры выращивали в колбах на жидкой среде, содер-
жащей просветленный гороховый отвар, 15 г/л глю-
козы, рН 7.0. Титр планктонной культуры бактерий
определяли на планшетном спектрофотометре
“АИФР-01 Униплан” (“ЗАО Пикон”, Россия)
при длине волны 655 нм.

Проращивание семян гороха. Семена гороха по-
следовательно стерилизовали и промывали 5 мин в
94%-ном этаноле, 5 мин в 5%-ном растворе пер-
манганата калия и 5 мин в 3%-ном пероксиде во-
дорода. На конечном этапе отмывали стерильной
водой и замачивали при 60°С на 4 ч. Семена про-
ращивали в стерильных чашках Петри на увлаж-
ненной фильтровальной бумаге в течение 3 сут в
темноте при 23–25°С. Проростки промывали сте-
рильным 0.01%-ным раствором нонидета (неион-
ный детергент) для удаления экзогенной микро-
флоры. Отмывали трижды стерильной дистилли-
рованной водой и инокулировали одним из видов
бактерий, находящихся на стационарной фазе
роста.

Титр планктонной культуры бактерий состав-
лял 0.1 × 108. Инокуляцию проводили в течение 5
или 360 мин, после чего корни проростков отде-
ляли от горошины, промывали в стерильном
0.01%-ном растворе нонидета для удаления сла-
босвязанных бактерий, а затем промывали три-
жды в стерильной воде.

Особенностью бобовых является то, что не
весь корень проростков обладает восприимчиво-
стью к ризобиям, а только его отдельные участки,
отличающиеся по степени сформированности
корневых волосков, то есть присутствию на них
зачатков, молодых или зрелых корневых волосков.
В настоящей работе на основании литературных
данных [7] и собственных исследований с помощью
световой микроскопии первичный корень длиной
35–40 мм делили на пять участков, отличающих-
ся по степени сформированности волосков: I –

апикальная меристема (2 мм от кончика); II – зона
без корневых волосков (2–7 мм); III – зона, со-
держащая зачатки корневых волосков (7–12 мм);
IV – зона молодых корневых волосков (12–17 мм);
V – зона сформированных корневых волосков
(17–22 мм от кончика корня), и отдельно эпико-
тиль – VI зона [8].

Определение интенсивности адгезии бактерий.
После инкубации с бактериями корни пророст-
ков нарезали на отрезки в соответствии с указан-
ными зонами и каждый образец растирали в сте-
рильной воде, после чего делали рассеянный по-
сев на чашки Петри с агаризованной питательной
средой, аналогичной по составу жидкой среде для
культивирования каждого вида бактерий. Через
3 сут подсчитывали колониеобразующие едини-
цы (КОЕ), отражающие количество бактерий, ад-
гезирующихся в каждой зоне корня. В экспери-
ментах использовали по 10 проростков.

Определение концентраций Н2О2 и цАМФ. Уро-
вень эндогенного Н2О2 определял FOX-методом,
основанным на изменении окраски ксиленоло-
вого оранжевого [9]. Концентрацию цАМФ в от-
резках корня гороха определяли методом ИФА
[8]. Концентрации эндогенных Н2О2 и цАМФ вы-
ражали в мкмоль/мг белка или нмоль/мг соответ-
ственно. Концентрацию белка определяли по ме-
тоду Бредфорда, для построения калибровочного
графика использовали БСА. Все эксперименты
проводили в 3-кратных биологических повторно-
стях, определение уровня цАМФ и Н2О2 – в 8-крат-
ных аналитических повторностях. На графиках ре-
зультаты представлены в процентах к контролю,
которым служили неинфицированные растения.

Результаты экспериментов обработаны стати-
стически с помощью программы SigmaPlot 12.3.
На графиках представлены средние значения и
ошибки среднего (SE). Достоверность различий
между группами значений вычисляли по критерию
Дункана при Р ≤ 0.05. Достоверность различий
определялась между значениями для сорта Рондо
и каждого из мутантов. Достоверно различающи-
еся значения на графиках отмечены звездочками.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Взаимодействие растений с любыми типами

микроорганизмов начинается с адгезии [10]. Экс-
перименты показали, что как через 5 мин, так и
через 360 мин наиболее интенсивная адгезия бак-
терий происходила в зонах зрелых и старых кор-
невых волосков, и была более высокой у ризобий
RCAM 1022 (рис. 1). При этом самый высокий
уровень адгезии бактерий этого вида сохранялся
на корнях проростков мутантов Nod3 и К14, но не
на корнях проростков исходного сорта Рондо.
Интенсивность адгезии штамма 1845 также суще-
ственно различалась у проростков сорта и мутан-
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тов. Через 5 мин коинкубации адгезия этого вида
бактерий на корнях проростков гороха сорта Рон-
до была незначительной, тогда как у проростков
Nod3 превышала ее в 6–8 раз, а на корнях К14 бы-
ла – в 2–3 раза. Через 360 мин адгезия на всех
участках корня проростков Рондо уже отсутствова-
ла полностью, тогда как на корнях Nod3 еще усили-
лась, а у К14 осталась примерно на уровне, зафик-
сированном через 5 мин коинкубации (рис. 1).

Тесный контакт с бактериями вызывает в рас-
тениях активацию сигнальных систем [11].

Следует отметить, что исходные концентра-
ции эндогенных пероксида водорода и цАМФ в
корнях и эпикотиле проростков гороха значи-
тельно различались у сорта Рондо и его мутантов,
Nod3 и К14 (табл. 1, 2). Причем, если концентра-
ция эндогенного пероксида водорода в органах
проростков Nod3 превышала уровень в пророст-
ках Рондо в 3–5 раз, то в проростках К14 всего в
2.0–2.5 раза (табл. 1). В тоже время уровень эндо-
генного цАМФ как в проростках Nod3, так и К14
превышал аналогичный параметр в проростках
Рондо в 20–25 раз (табл. 2).

Коинкубация проростков с обоими видами
бактерий приводила к изменению концентраций
эндогенных пероксида водорода и цАМФ. У про-

ростков Рондо через 5 мин взаимодействия с ри-
зобиями в наибольшей степени уровень перокси-
да водорода возрастал в зонах II и III, снижаясь
при этом немного ниже контроля в эпикотиле
(рис. 2). Под воздействием штамма 1845 концен-
трация этой сигнальной молекулы увеличивалась
по сравнению с контролем почти в одинаковой
степени во всех зонах корня, но в меньшей степе-
ни, чем при воздействии штамма RCAM 1022.

Через 360 мин коинкубации с RCAM 1022 уро-
вень пероксида водорода опускался ниже контро-
ля в зонах зачатков и молодых корневых волосков
(зоны II и III), оставаясь почти на уровне 100% в
остальных участках корня и эпикотиле. Под воз-
действием штамма 1845 концентрация Н2О2 со-
хранялась на уровне 120% во всех участках корня
и эпикотиле. У проростков гороха Nod3 через 5 и
360 мин коинкубации с обоими видами бактерий
происходило достоверное снижение уровня Н2О2
от 50 до 70% от контроля во всех зонах, тогда как
в эпикотиле этот показатель был близок к 100%
(рис. 2). В корнях проростков К14 через 5 мин ин-
фицирования теми же видами бактерий уровень
Н2О2 достоверно снижался, но в меньшей степе-
ни, оставаясь на уровне 100% в некоторых зонах
(IV и V) и эпикотиле (рис. 2). Через 360 мин под

Рис. 1. Интенсивность адгезии Rhizobium leguminosarum bv. Viceae (1) и Pseudomonas syringae pv. pisi (2) на корнях про-
ростков гороха (зоны I–V) сорта Рондо (а, б) и его мутантов – Nod3(в, г) и К14 (д, е) через 5 (а, в, д) и 360 (б, г, е)мин
после инокуляции. *Различия статистически значимы при сравнении сорта Рондо (контроль) с мутантами Nod3 или
К14 по критерию Дункана, n = 3, m ± S.E.; Р ≤ 0.05.
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Таблица 1. Концентрация эндогенного Н2О2 в зонах роста проростков гороха и эпикотиле, мкмоль/мг белка

* Различия статистически значимы при сравнении сорта “Рондо” (контроль) с мутантами Nod3 или К14 по критерию Дунка-
на, n = 3, m ± S.E.; Р ≤ 0.05.

Сорт 
или мутант

Зоны роста корня

Эпикотильмеристема,
I

зачатков 
корневых 
волосков,

II

молодых 
корневых 
волосков,

III

зрелых 
корневых 
волосков,

IV

старых 
корневых 
волосков,

V

Рондо 13.4 ± 1.1 11.4 ± 10.1 12.7 ± 11.8 14.4 ± 12.9 15.7 ± 13.9 26.3 ± 2.5
Nod3 77.3* ± 7.0 81.7* ± 7.9 80.9* ± 7.9 76.3* ± 7.3 78.9* ± 7.6 90.2*± 8.7
К14 27.1* ± 2.6 28.3* ± 2.5 29.5* ± 2.6 27.0* ± 2.6 28* ± 2.7 38* ± 3.5
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влиянием штамма RCAM 1022 уровень Н2О2 оста-
вался близким к контролю во всех участках корня
и эпикотиле, тогда как штамм 1845 индуцировал
достоверное повышение этого показателя во всех
зонах корня и эпикотиле (рис. 2).

Инфицирование оказывало также влияние на
изменение эндогенной концентрации цАМФ в
корнях проростков гороха. Инокуляция ризобия-
ми корня проростков гороха Рондо в течение 5 мин
вызывала последовательное незначительное по-
вышение уровня цАМФ в I–V зонах, при этом в
эпикотиле этот показатель оставался на уровне
контроля. Под воздействием штамма 1845 кон-
центрация цАМФ менялась аналогичным образом
(рис. 3). Через 360 мин инфицирование штаммом
RCAM 1022 вызывало наиболее значительное по-
вышение уровня цАМФ в зонах зачатков и моло-
дых корневых волосков (II-III зоны), при том, что
в IV и V зонах и эпикотиле его концентрация
оставалась на уровне контроля.

Штамм 1845 также индуцировал повышение
уровня этой сигнальной молекулы, но менее ин-
тенсивное, чем штамм RCAM 1022 и почти оди-
наковое во всех участках корня и эпикотиле

(рис. 3). Инфицирование штаммом RCAM 1022
корня проростков Nod3 в течение 5 мин почти не
повлияло на исходный уровень концентрации
цАМФ. Через 360 мин этот показатель оставался
практически на уровне контроля во всех участках
корня. Однако штамм 1845 через 5 мин приводил
к достоверному снижению уровня цАМФ во всех
участках корня, в тоже время через 360 мин уровень
цАМФ приближался к контролю. Инфицирование
обоими видами бактерий корней проростков му-
танта К14 в течение 5 мин практически не влияло на
изменение уровня цАМФ в участках корня. Однако
через 360 мин под воздействием штамма RCAM
1022 его значение возрастало практически в 2 раза
почти во всех участках корня (рис. 3). Напротив,
коинкубация со штаммом 1845 приводила к до-
стоверному снижению уровня цАМФ в тех же
участках корня.

В природе микроорганизмы способны к адге-
зии и созданию биопленок на любых поверхно-
стях. По современным представлениям адгезия
ризобий на корнях бобовых носит неспецифиче-
ский характер и не зависит от их симбиотических
свойств [12]. С этим трудно согласиться, поскольку

Таблица 2. Концентрация эндогенного цАМФ в зонах роста проростков гороха и эпикотиле, наномоль/мг белка

* Различия статистически значимы при сравнении сорта “Рондо” (контроль) с мутантами Nod3 или К14 по критерию Дунка-
на, n = 3, m ± S.E.; Р ≤ 0.05.

Сорт
или мутант

Зоны роста корня

Эпикотильмеристема,
I

зачатков 
корневых 
волосков,

II

молодых 
корневых 
волосков,

III

зрелых 
корневых 
волосков,

IV

старых 
корневых 
волосков,

V

Рондо 4.9 ± 0.3 3.9 ± 0.2 3.6 ± 0.3 3.4 ± 0.3 3.5 ± 0.3 3.4 ± 0.3
Nod3 90* ± 8.2 88* ± 8.1 72* ± 7.0 88* ± 8.2 80* ± 7.8 102* ± 9.8
К14 102* ± 9.8 106* ± 10.0 97* ± 9.0 94* ± 9.0 89* ± 8.0 98* ± 9.0

Рис. 2. Влияние инфицирования Rhizobium leguminosarum bv. vicea (1) или Pseudomonas syringae pv. pisi (2) на концентра-
цию эндогенного пероксида водорода в участках корня (I–V, Э-эпикотиль) проростков гороха сорта Рондо (а, б) и его
мутантов Nod3(в, г) и К14 (д, е) через 5 (а, в, д) и 360 (б, г, е) мин после инокуляции. * Различия статистически значимы
при сравнении Рондо (контроль) с мутантами Nod3 или К14 по критерию Дункана, n = 3, m ± S.E.; Р ≤ 0.05. ** Кон-
троль – значения Н2О2 из проростков, инкубированных на воде.
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ранее нами было показано, что штаммы ризобий,
не эффективные по азотфиксации, но высококон-
курентные, демонстрировали существенно более
низкую адгезию на корнях проростков сорта Рон-
до [13]. Вероятно адгезия на ранней стадии инфи-
цирования носит неспецифический характер, но
переходит в специфическую стадию на этапе
узнавания партнеров. В процессе адгезии со сто-
роны бактерий могут принимать участие экзопо-
лисахариды, фимбрии IV и V типов, различные
адгезины и флагеллины [14]. Такие детерминан-
ты, необходимые на начальном этапе адгезии,
представляют собой факторы вирулентности, и
присутствуют практически у всех видов грамот-
рицательных бактерий, независимо от специали-
зации [15, 16]. По-видимому, усиление адгезии
ризобий через 360 мин коинкубации свидетель-
ствует о переходе к специфической, необратимой
стадии этого процесса, в которой принимают уча-
стие как некоторые структуры и метаболиты рас-
тений, так и экзометаболиты бактерий. Считается,
что одними из основополагающих компонентов,
определяющих специфичность азотфиксирую-
щего симбиоза, являются Nod-факторы, пред-
ставляющие собой липохитоолигосахариды, не
только видо-, но и штаммоспецифичные [17]. В
тоже время в этом процессе активное участие
принимают лектины растений. Показано, что ген
лектина гороха, внедренного в белый клевер,
обеспечивал хорошую адгезию Rhyzobium legumino-
sarum на его корнях, хотя этот вид микросимбион-
тов в природе никогда не инфицирует клевер [18].
Кроме того, сверхэкспрессия лектиновой части
лектиноподобной рецепторной протеинкиназы
бобовых может приводить к суперклубеньковому
фенотипу [19]. Несмотря на то, что в работе не
проводились соответствующие исследования,
опираясь на литературные данные [18, 19], можно
предположить, что разница в интенсивности ад-
гезии ризобий на корнях проростков гороха сорта

Рондо и мутантов Nod3 и К14 в определенной сте-
пени связана с качественным составом выделяе-
мых ими лектинов. Подтверждением этому может
служить и то, что интенсивность адгезии штамма
1845 была близкой у обоих мутантов, а у проростков
Рондо отсутствовала полностью через 360 мин, что
свидетельствует о неспецифичности этого про-
цесса для данного вида бактерий.

Тесный контакт корней проростков гороха с
бактериями сопровождался существенными пе-
рестройками в сигналинге клеток растения. Не-
смотря на то, что генерация АФК в растениях ин-
дуцируется как симбиотическими азотфиксато-
рами, так и патогенами [20, 21], назначение, а
также продолжительность подъема и амплитуда
концентраций этих сигнальных молекул различны
при воздействии различных видов микроорганиз-
мов [22]. По литературным данным, на начальных
этапах взаимодействий гороха с мутуалистически-
ми бактериями наблюдался единичный пик гене-
рации АФК, в том числе Н2О2, более сильный и
продолжительный, чем при инфицировании пато-
генами [23]. Такой эффект наблюдался в экспери-
ментах на проростках сорта Рондо при инокуляции
штаммами RCAM 1022 или 1845 в течение 5 мин. По
литературным данным на ранних этапах взаимо-
действия ризобии проявляют свойства патогенов,
подавляя растительный иммунитет с помощью
своих факторов вирулентности [23]. При бакте-
риальных патогенезах пероксид водорода в расте-
ниях выполняет защитные функции и нарастание
его концентрации происходит в две фазы, разде-
ленные во времени [24]. Интересно, что у обоих
мутантов изменение уровня пероксида водорода
по зонам корня после кратковременного воздей-
ствия как ризобий, так и патогена было практиче-
ски одинаковым и принципиально отличалось от
такового в проростках сорта Рондо. Таким обра-
зом, уже на самых ранних этапах взаимодействия

Рис. 3. Влияние инфицирования Rhizobium leguminosarum bv. vicea (1) или Pseudomonas syringae pv. pisi (2) на концентра-
цию эндогенного цАМФ в участках корня (I–V, Э-эпикотиль) проростков гороха сорта Рондо (а, б) и его мутантов
Nod3(в, г) и К14 (д, е) через 5 (а, в, д) и 360 (б, г, е) мин после инокуляции. * Различия статистически значимы при
сравнении варианта “Рондо” в качестве контроля с вариантом “Nod3” или вариантом “К14” по критерию Дункана,
n = 3, m ± S.E.; Р ≤ 0.05. ** При расчете эндогенных концентраций цАМФ контролем служила концентрация эндоген-
ного цАМФ из проростков, инкубированных на воде.
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как с мутуалистами, так и с патогенами очевидны
перестройки в сигнальных системах мутантов го-
роха. Эти отличия более ярко проявлялись через
360 мин взаимодействия, когда этот процесс пере-
ходил в специфическую стадию, сопровождающу-
юся взаимным узнаванием партнеров. По литера-
турным данным понижение уровня пероксида во-
дорода в зонах адгезии и проникновения ризобий
(зоны зачатков и молодых корневых волосков,
II–III зоны) должно способствовать повышен-
ной колонизации и вторжению ризобий в эти
участки корня [25], что и происходит в пророст-
ках гороха сорта Рондо. В этом случае пероксид
водорода, наряду с сигнальной ролью, выполняет
функции антибактериального агента, распреде-
ляя инфекционную нагрузку по зонам корня.
Штамм 1845, несмотря на отсутствие адгезии к
360 мин на корнях проростков сорта Рондо, был
способен индуцировать незначительную окисли-
тельную вспышку за счет секретируемых токсинов,
в частности, сирингомицина. Этот экзометаболит
способен влиять на работу кальциевых ионных
каналов в мембране растительных клеток [26],
что может привести к модуляции работы про- и
антиоксидантных ферментов, тем самым влияя
на уровень эндогенного пероксида водорода в
тканях проростков гороха.

Однако у мутантов Nod3 и К14 динамика кон-
центрации эндогенного Н2О2 в зонах корня прин-
ципиально отличается не только от Рондо, но и
между собой. Можно предположить, что суще-
ственное снижение уровня Н2О2 во всех зонах кор-
ня проростков мутанта Nod3 через 360 мин коин-
кубации со штаммом RCAM 1022 является одной
из причин суперклубенькового фенотипа. Однако
такое же понижение уровня Н2О2 под воздействием
штамма 1845, вероятно, указывает на снижение ло-
кального неспецифического иммунитета в тканях
корня. Это подтверждается уровнем данной сиг-
нальной молекулы в эпикотиле, где он был бли-
зок к контролю. Это свидетельствует об отсут-
ствии системной активации неспецифических
защитных реакций в проростках мутанта Nod3.
Напротив, у мутанта К14 под воздействием ри-
зобий концентрация Н2О2 на всем протяжении
эксперимента сохранялась практически на уровне
контроля, что также не типично для бобово-ризо-
биального симбиоза [20]. В тоже время под воздей-
ствием штамма 1845 наблюдалось существенное
возрастание концентрации Н2О2, которое затраги-
вало все зоны корня и эпикотиль. Учитывая, что
интенсивность адгезии этого патогена по зонам
корня не одинакова, можно предположить, что
при этом развивается системная реакция, причи-
ной которой могут быть PAMPs (Pathogen-Associ-
ated Molecular Pattern), включающие флагелляр-
ные и другие структурные белки патогена, а также
его токсины (сиринготоксин, коронатин, сирин-

голин и др.), секретируемые в среду инкубации
[27] и достигающие необходимой концентрации
только к 360 мин.

Динамика концентрации цАМФ при инфици-
ровании корней проростков гороха сорта Рондо и
обоих мутантов принципиально отличалась от ди-
намики эндогенного пероксида водорода (рис. 2, 3).
Опираясь на литературные данные [28] и, сравни-
вая динамику данного вторичного мессенджера в
проростках Рондо и мутантов, можно предполо-
жить, что эндогенный цАМФ участвует в регуля-
ции эффективности симбиоза на начальных эта-
пах взаимодействия. На этапе кратковременного
взаимодействия (5 мин), вероятно это обусловле-
но PAMPs, характерными для обоих видов бакте-
рий [15, 16]. Для распознавания PAMPs растения
используют различные рецепторные молекулы, в
том числе лектины, выполняющие функции ре-
цепторов, а также комплексы рецепторных киназ
на клеточной поверхности. Это усиливает защит-
ную реакцию хозяина, хотя эффект, по-видимому,
ослабляется при мутуалистическом симбиозе, по-
скольку Nod-факторы способны подавлять защит-
ные ответы посредством прямого или косвенного
взаимодействия с киназой рецептора лектина
(LecRK) [12].

Обращает на себя внимание очень высокий
уровень цАМФ в зонах зачатков и молодых кор-
невых волосков проростков сорта Рондо через 360
мин после инокуляции штаммом RCAM 1022, и,
напротив, отсутствие реакции аденилатциклазной
сигнальной системы в зонах роста корня мутанта
Nod3. По литературным данным у суперклубенько-
вого мутанта бобов уровень цАМФ в корнях при
инфицировании Bradyrhizobium japonicum оставался
на уровне контроля в течение нескольких дней, в то
время как искусственное повышение его концен-
трации негативно сказывалось на образовании
клубеньков [28]. Учитывая, что у бесклубенько-
вого мутанта этот показатель лишь на 40–60%
превышал контроль, можно сделать предположе-
ние, что при интерпретации результатов следует
учитывать интенсивность изменения уровня
цАМФ и стадию инфекционного процесса. На эта-
пе 360 мин происходит переход адгезии в специфи-
ческую стадию и начинается проникновение ри-
зобий, сопровождающееся индукцией sym-генов
растений [18]. Известно, что активация тех или
иных генов зависит от концентрации вторичных
мессенджеров, передающих сигналы на специфи-
ческие факторы транскрипции [29]. Кроме того,
ранее было показано, что при значительном по-
вышении эндогенного уровня цАМФ существен-
но снижается концентрация эндогенного перок-
сида водорода в корнях проростков гороха сорта
Рондо [5]. Такая обратная зависимость, хорошо
прослеживаемая на корнях проростков сортового
гороха, имеет не очень четко выраженный харак-
тер в корнях проростков его мутантов, что, воз-
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можно, является одной из причин супер- или без-
клубеньковости. Это представляется вполне воз-
можным, поскольку признак супернодуляции
находится под контролем корня [30], и наиболее
выраженные изменения в концентрациях цАМФ
также наблюдаются в этом органе.

Если при ризобиальной инфекции изменение
уровня эндогенного цАМФ в корне проростков
гороха направлено на формирование мутуалисти-
ческих отношений, то под воздействием патогена
может быть показателем устойчивости к Pseudo-
monas syringae pv. pisi. Литературные данные сви-
детельствуют о том, что изменение уровня цАМФ
в растениях при инфицировании специфически-
ми патогенами указывает на степень их устойчи-
вости [31]. Можно предположить, что горох сорта
Рондо наиболее устойчив к Pseudomonas syringae
pv. pisi, поскольку уровень цАМФ во всех участках
корня и эпикотиле существенно превышал пока-
зания в контроле, в отличие от мутантов.

Таким образом, мутации, направленные на ре-
гуляцию количества клубеньков у Nod3 и К14,
оказывали влияние как на внутриклеточный сиг-
налинг, существенно увеличивая концентрации
эндогенных Н2О2 и цАМФ, так и на иммунный
ответ растений при взаимодействии с патогена-
ми. У проростков этих мутантов гороха менялась
интенсивность адгезии ризобий и фитопатоген-
ных бактерий, а модуляция уровней эндогенных
пероксида водорода и цАМФ скорее всего свиде-
тельствовала об изменении устойчивости этих
растений к специфическому патогену Pseudomonas
syringae pv. pisi. Возможно, что данный феномен в
дальнейшем можно использовать для диагностики
устойчивости вновь создаваемых мутантов и сортов
гороха к возбудителю бактериального ожога, Pseu-
domonas syringae pv. pisi.
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Influence of Bacterial Mutualists and Phytopatogenes on Changes in Concentrations 
of cAMP and H2O2 in Pea Seedles of Rondo Varieties and its Clutterless

and Superclub Mutants
L. A. Lomovatskayaа, *, O. V. Zakharovaа, A. M. Goncharovaа, and A. S. Romanenkoа

а Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistryof the Siberian Branch of RAS, Irkutsk, 664033 Russia
*e-mail: LidaL@sifibr.irk.ru

Changes in the concentrations of hydrogen peroxide and cyclic adenosine monophosphate (cAMP) in the
roots of seedlings of pea cv. Rondo and its supernodulating mutant Nod3 and anodulating K14 were studied
during infection with Rhizobium leguminosarum bv. vicea (strain RCAM 1022) or Pseudomonas syringae pv.
pisi (strain 1845). It was shown that 360 min after infection of pea seedlings of the Rondo variety, the level of
endogenous hydrogen peroxide slightly differed from the control. In the roots of Nod3 seedlings, this level
significantly decreased, and in the roots of K14 it significantly increased when infected with the 1845 strain,
but remained unchanged when exposed to bacteria of the RCAM 1022 strain. and young root hairs of Rondo
seedlings, while strain 1845 had no effect on this parameter. Both types of bacteria had no effect on the con-
centration of cAMP in the roots of seedlings of the Nod3 mutant, whereas in K14, under the influence of
RCAM 1022, the cAMP level almost doubled, and under the influence of 1845, it decreased. It is assumed
that hydrogen peroxide and cAMP may be involved in the formation of supernodulating and nodulating phe-
notypes of mutants, as well as in the formation of resistance to a specific pathogen, Pseudomonas syringae
pv. pisi. It is possible that this phenomenon can be used to diagnose the resistance of newly created mutants
and pea varieties to the blight pathogen.

Keywords: supernodulating pea mutant Nod3, anodulating pea mutant K14, pea cv. Rondo, Н2О2, cAMP,
Rhizobium leguminosarum bv. viceae, Pseudomonas syringae pv. pisi
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На основе бактерий Bacillus megaterium и Azotobacter сhroococcum, иммобилизованных в гидрогель мо-
дифицированного поливинилового спирта создано 2 биопрепарата. Показано, что при применении
разработанных биопрепаратов происходит увеличение влажности почвы (в 2 раза), всхожести (до
100%), длины стебля и корня кресс-салата (на 15–30%). При применении биопрепарата на основе
Azotobacter chroocоcсum происходило обогащение почвы азотом (в 2 раза). Жизнеспособность бакте-
рий в гидрогеле на основе поливинилового спирта, модифицированного янтарной кислотой со-
ставляла более 30 сут, что позволило создать эффективные биоудобрения нового поколения на их
основе.

Ключевые слова: поливиниловый спирт, дикарбоновые кислоты, биоудобрения, биопрепарат, Bacil-
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В последние годы в сельском хозяйстве растет
спрос на использование биоудобрений (препара-
ты микробных культур), которые безопасны для
окружающей среды. Они производятся в про-
мышленных масштабах для различных растений,
это такие известные препараты как “Нитрагин”,
“Аzotobakterins”, “Ризоторфин”, “Азофит” и “Азо-
лен” (Россия), свойства которых зависят от ис-
пользуемых штаммов бактерий [1, 2].

Применение синтетических удобрений на ос-
нове азота, по оценкам исследователей, обеспе-
чивает примерно половину мировых запасов про-
довольствия, и прогнозируется, что уровень по-
требления азотных удобрений возрастет с 80 до
180 млн т к 2050 г. [3], однако до 50% применяе-
мых синтетических удобрений подвержены поте-
рям в почве и окружающей среде. В связи с этим
используют различные азотофиксирующие бак-
терии родов Azotobacter, Azospirillum, Herbaspiril-
lum, Gluconacetobacter, Clostridium, Methanosarcina,
которые способны преобразовывать молекуляр-
ный азот в ионы аммония – форму пригодную
для усвоения растениями. Количество свободно-
живущих азотофиксирующих бактерий в почве
не велико (<104 КОЕ/г почвы) и они обеспечива-

ют поступление от 0.3 до 15 кг/Га в год азота в
почву [4]. Особого внимания заслуживают био-
препараты на основе бактерий рода Azotobacter,
поскольку они улучшают азотное питание, уси-
ливают витаминный обмен, увеличивают доступ-
ность дополнительных питательных веществ (P,
K и Zn), продуцируют биологически активные
вещества, например гормоны роста растений, что
способствует развитию растений, снижают воз-
можность заражения растений грибными и бак-
териальными заболеваниями, хотя точный меха-
низм действия, с помощью которого Azotobacter
может усиливать рост растений, еще полностью
не изучен [5]. Еще одним преимуществом бакте-
рий рода Azotobacter является образование цист,
за счет которых они способны сохранять жизне-
способность в окружающей среде (в сухой почве
более 10 лет), что позволит использовать их для
создания уникальных биоудобрений. На настоя-
щий момент биоудобрения на основе Azotobacter
(более 30 коммерческих биопрепаратов, в России
Азолен, Азофит, Азотовит, Ризо, Азотобактер
и др.) представляют самый большой сегмент ми-
рового рынка биоудобрений. В 2017 г. он состав-
лял 212.2 млн долларов и ожидается, что средне-

УДК 543.55+543.94/.95
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годовые темпы роста в течение 2020–2025 гг. со-
ставят 8.7% [1].

Помимо азотофиксирующих бактерий, в каче-
стве биоудобрений в почву вносят фосфосолюби-
лизирующие, которые обеспечивают превраще-
ние нерастворимых фосфатов в растворимые,
пригодные для использования растениями. Со-
здано не менее 10 коммерческих биопрепаратов
на основе бактерий рода Bacillus [2], в том числе в
России, “Фосфобактерин” на основе споронос-
ной палочки Bacillus megaterium var. phоsphaticum
[6]. При этом биопрепараты для обработки семян
перед посадкой чаще всего используют в виде
водной суспензии. Очевидно, что такие препара-
ты достаточно быстро вымываются из почвы. Ре-
шением этой проблемы может быть иммобилиза-
ция применяемых микроорганизмов в гидрогели,
образованные слабосшитыми полимерами.

Поливиниловый спирт (ПВС) является одним
из наиболее популярных полимеров, используе-
мых как биологически совместимые материалы в
качестве основы гидрогелей [7–10]. Гидрогели на
основе ПВС нашли широкое применение во мно-
гих сферах деятельности: медицине [11, 12], про-
мышленности [13], сельском хозяйстве [14], био-
сенсорике [7–9, 15] и т.д. Макромолекулы ПВС
имеют линейное строение, поэтому его гидрогели
постепенно растворяются в воде. Для предотвра-
щения этого процесса синтезируют сетчатые по-
лимеры, за счет введения различных сшивающих
агентов в зависимости от целей (N-винилпирро-
лидон [7], сульфоянтарная кислота [16], глутаро-
вый альдегид, формальдегид [17], лимонная и ян-
тарная кислоты [18] и т.д.). При применении ге-
лей ПВС в сельском хозяйстве особое внимание
следует уделить таким сшивающим агентам, как
дикарбоновые кислоты, так как янтарная кислота
сама является удобрением [19].

Иммобилизация микроорганизмов различных
родов (Azоtоbacter, Bacillus, Streptomyces) в сшитый
гидрогель модифицированного ПВС позволит
создать инновационный увеличивающий плодо-
родие почвы биопрепарат. Гидрогель к тому же
позволяет удерживать большое количество влаги
(частота полива может быть уменьшена до двух
раз в месяц), а использование микроорганизмов
позволит обеспечить растения необходимыми
макроэлементами, стимулировать рост, развитие,
цветение и созревание плодов.

Цель работы – разработка биопрепарата для
удобрения почвы на основе гидрогеля модифици-
рованного поливинилового спирта и почвенных
бактерий Bacillus megaterium de Bary ВКМ В-847 и
Azotobacter сhroococcum Beijerinck 1901 ВКМ B-1616.

МЕТОДИКА
Получения ПВС, модифицированного N-винил-

пирролидоном. Для получения поливинилового
спирта, модифицированного N-винилпирроли-
доном использовали 5%-ный водной раствор
ПВС марки № 16/1 (Россия), водный раствор ам-
моний-церий (IV) нитрата (NH4)2Ce(NO3)6 (ч. д. а.,
ТУ 6-09-4762-84, Россия) в качестве инициатора
и N-винилпирролидон (99%, “Acrosorganics”,
США) в качестве сшивающего агента. Модифи-
кацию проводили при постоянном перемешива-
нии в атмосфере азота при температуре 40°С.

Получение поливинилового спирта, модифици-
рованного дикарбоновыми кислотами. К 5%-ному
раствору ПВС при температуре 60°С добавляли
навеску кислоты (янтарной, щавелевой, фумаро-
вой) из расчета, что на 0.04 моль ПВС приходится
7.5 × 10–4 моль дикарбоновой кислоты [20].

Регистрация ИК-спектров. Регистрацию ИК-
спектров образцов модифицированного ПВС в
виде тонких пленок проводили на инфракрасном
Фурье-спектрометре ФМС 1201 (“Мониторинг”,
Россия).

Определение доли сшитого ПВС. Определение
доли сшитого полимера проводили методом экс-
тракции. Для этого проводили взвешивание высу-
шенного образца массой от 0.01 до 0.02 г, заливали
водой и перемешивали в течение 2 ч при t = 60°C.
После экстракции воду отделяли центрифугиро-
ванием и сушили исследуемые образцы до посто-
янной массы при 60°C. Экстракцию повторяли
несколько раз до получения постоянной массы
образца после высушивания. Эксперимент про-
водился для 15 образцов каждой пленки со стати-
стической обработкой полученных данных. Про-
цент потери веса определяли по формуле:

где m1 – масса до экстракции, m2 – масса высу-
шенного гидрогеля после экстракции.

Определение степени набухания модифицирован-
ного ПВС. Для определения степени набухания на-
веску высушенного геля (0.01–0.02 г) взвешивали
на аналитических весах и опускали на 5 мин в мик-
ропробирку, в которой находилось 1.5 мл дистилли-
рованной воды. После этого набухший гель отделя-
ли центрифугированием и взвешивали. Влагосо-
держание определяли высушиванием образца геля
при температуре 120°С до постоянной массы.

Культивирование клеток микроорганизмов. Штам-
мы Bacillus megaterium ВКМ В-847и Azotobacter сh-
roococcum ВКМ B-1616 были получены во Всерос-
сийской коллекции микроорганизмов Института
биохимии и физиологии микроорганизмов РАН.

Бактерии B. megaterium культивировали аэроб-
но 36–38 ч на жидкой глюкозо-пептонной пита-

2

1

100%,mP
m

= ×
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тельной среде следующего состава (г/л): мясной
пептон – 10, мясной экстракт – 10, NaCl – 5
(“Диаэм”, Россия). Бактерии A. chroococcum куль-
тивировали аэробно 72–90 ч на жидкой питатель-
ной среде Эшби, следующего состава (г/л):
K2HPO4 – 0.2, сахароза – 5.0, NaCl – 0.2, MgSO4 ·
· 7H2O – 0.2, K2SO4 – 0.2, CaCO3 – 5.0.

Клетки культивировали аэробно в качалочных
колбах объемом 750 см3 при температуре 28°С.
Полученную биомассу отделяли центрифугиро-
ванием при 10000 g при комнатной температуре
10 мин (центрифуга TG16WS, “Поликом”, Рос-
сия). Осадок промывали 20 мМ фосфатным бу-
ферным раствором, рН 6.8, ресуспендировали в
буферном растворе и распределяли по микропро-
биркам типа Eppendorf, центрифугировали на
центрифуге “Eppendorf” (Германия) 5 мин при
10000 g. Промытую биомассу хранили при темпе-
ратуре – 25°С в микропробирках.

Оценка дыхательной активности микроорганиз-
мов. Для формирования рецепторного элемента
на фрагмент целлюлозной диализной мембраны
D9777 (“Sigma”, США) размером 1 × 1 см нано-
сили 10 мкл суспензии бактерий, разбавленных в
соотношении 1 : 1 соответствующим буферным
раствором (титр бактерий B. megaterium B-847 в
суспензии составлял 3 × 109 КОЕ/мл, а для бакте-
рий A. сhroococcum B-1616 – 6 × 108 КОЕ/мл). За-
крепление биочувствительного элемента на элек-
троде Кларка проводили с помощью полимерно-
го кольца.

Формирование рецепторной системы биосенсора
на основе иммобилизованных микроорганизмов в
гидрогели ПВС. Для получения биокатализатора к
200 мкл гидрогеля модифицированного поливи-
нилового спирта добавляли 20 мг сырой биомас-
сы бактерий B. megaterium B-847. Равномерного
распределения клеток в гидрогеле добивались
встряхиванием смеси на центрифуге Skyline Elmi
Centrifuge&Vortex CM70M (“ELMI”, Латвия) в те-
чение 5 мин. Полученную суспензию переносили
в планшет (d = 5 мм) и оставляли при 18–22°С до
полного высыхания.

Биорецепторный элемент фиксировали на
кислородном электроде при помощи нейлоновой
сетки. Данная методика универсальна для всех
модифицирующих агентов.

Проведение биосенсорных измерений. Электро-
химические измерения проводили с использова-
нием анализатора “Эксперт-009” (“Эконикс-
Эксперт”, Россия), сопряженного с персональным
компьютером, работающим под управлением спе-
циализированного программного обеспечения
EXP2PR (“Эконикс-Эксперт”, Россия). Измеря-
емым параметром (ответом биосенсора) являлась
максимальная скорость изменения концентрации
кислорода при добавлении субстратов (мг/дм3 ∙ с).

Преобразователями являлись кислородные
электроды типа Кларка, содержащие иммобили-
зованные клетки микроорганизмов. Измерения
выполнялись в кювете объемом 5 мл. Для измере-
ний использовали натрий-калиевый фосфатный
буферный раствор, рН – 6.8, суммарная концен-
трация солей в котором составляла 20 мМ. Раствор
перемешивали магнитной мешалкой (150 об./мин).

Формирование биопрепарата на основе иммоби-
лизованных микроорганизмов в гидрогели ПВС.
Для получения биопрепарата к 1000 мкл гидроге-
ля модифицированного поливинилового спирта
добавляли 100 мг сырой биомассы бактерий
B. megaterium B-847 или A. сhroococcum B-1616.
Равномерного распределения клеток в гидрогеле
добивались встряхиванием смеси на центрифуге
Skyline Elmi Centrifuge&Vortex CM70M (“ELMI”,
Латвия) в течение 5 мин. Полученную суспензию
переносили на предметное стекло и оставляли
при 18–22°С до полного высыхания. Высушен-
ный биопрепарат измельчали ножницами и вно-
сили в почву.

Биотестирование. Было сформировано 3 серии
образцов с применением коммерческого удобрения
“Зеба” с использованием разработанного био-
препарата и контроля. В качестве коммерческого
удобрения выбран почвоулучшитель-суперабсор-
бент “Зеба” (“Щелково Агрохим”, Россия), в состав
которого входят гель крахмал-поли (2-акриламид-
ко-2-акриловая кислота), калиевая соль – 88% и
мел – 12%. В качестве влагоудерживающего ком-
понента в данном продукте выступает полимер на
основе крахмала. Производитель обещает улуч-
шение прорастания семян и рост рассады, сокра-
щение количества поливов и расхода воды, более
активное развитие корневой системы.

В 60 г предварительно прокаленной в течение
3 ч при 140°С почвы вносили 50 семян кресс-са-
лата. После чего производился полив 50 мл ди-
стиллированной воды. Гидрогели (коммерческий
и разработанный биопрепарат) вносили в толщу
почвы. Масса коммерческого аналога рассчиты-
валась согласно рекомендации производителя
(0.5 г/л почвы, 0.12% по массе). Биотестирование
проводилось в течение 7 сут. Измеряемыми пара-
метрами были влажность почвы, всхожесть се-
мян, высота стебля кресс-салата и длина корня
[21].

Измерение влажности почвы производилось в
соответствии с ГОСТ 28268-89.

Капилярный электрофорез. Определение иона
аммония в образцах почвы проводили в соответ-
ствии с ПНД Ф 16.1:2:2.2:2.3.74-2012. Анализ про-
водили с помощью системы капиллярного элек-
трофореза “Капель-104Т” (Россия) и программ-
ного обеспечения “МультиХром 1.5х”
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что гидрогели ПВС применяются в
качестве носителей для иммобилизации микроор-
ганизмов и ферментов [7–9, 15]. Иммобилизация
микроорганизмов в гидрогели ПВС модифициро-
ванные дикарбоновыми кислотами позволяет со-
здавать биопрепараты для улучшения почвы. В
настоящей работе были отобраны бактерии вида
B. megaterium, так как они являются фосфосолю-
билизирующими бактериями, обеспечивающими
превращение нерастворимых фосфатов в раство-
римые, пригодные для использования растения-
ми [22]. Бактерии вида A. chroococcum – азотофик-
саторы, которые преобразуют молекулярный азот
в ионы аммония – форму пригодную для усвое-
ния растениями [1]. Таким образом, использование
данных микроорганизмов обеспечит присутствие в

почве таких важных макроэлементов, как фосфор
и азот.

Модификация поливинилового спирта. Для полу-
чения сетчатого полимера в качестве модифициру-
ющих агентов использовали N-винилпирролидон и
дикарбоновые кислоты: янтарную, фумаровую и
щавелевую. На примере янтарной кислоты пока-
зана схема сшивки ПВС и ИК-спектр (рис. 1).

В ИК-спектре наблюдалось исчезновение по-
лосы поглощения карбоксильной группы при
1698 см–1 и появление полосы поглощения при
1731 см–1, характерной для сложных эфиров. При
1695 см–1 наблюдаются колебания ацетильной
группы остаточного поливинилацетата. Для до-
казательства образования сетчатой структуры в
синтезированных гидрогелях ПВС определяли
долю сшитого полимера методом экстракции.

Рис. 1. ИК-спектр ПВС (1), ПВС, модифицированного янтарной кислотой (2) и янтарной кислоты (3).
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Таблица 1. Доля сшитого полимера и степень набухания модифицированных гидрогелей ПВС

Гидрогель (мольные соотношения) Степень набухания Q, г/г Доля сшитого полимера Р, %

ПВС: янтарная кислота = 160 : 3 5 ± 1 50 ± 2
ПВС : фумаровая кислота = 160 : 3 4 ± 2 34 ± 5
ПВС : щавелевая кислота = 160 : 3 3 ± 1 33 ± 3
ПВС : инициатор : N-ВП = 160 : 7 :1 11 ± 4 50 ± 3
ПВС : инициатор : N-ВП = 160 : 35 : 5 5 ± 1 60 ± 3
ПВС : инициатор : N-ВП = 160 : 70 : 10 3 ± 1 70 ± 10
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Как видно из табл. 1, при увеличении доли
N-винилпирролидона и инициатора в 10 раз в со-
полимере происходило увеличение доли сшитого
полимера на 20% (с 50 до 70%). При увеличении
содержания N-винилпирролидона и инициатора
происходит уменьшение степени набухания гид-
рогеля с 11 до 3 г/г. Структура ПВС, модифициро-
ванного N-винилпирролидоном, описана в ранее
опубликованной статье [7].

Наибольшей степенью сшивки при использова-
нии дикарбоновых кислот обладал образец ПВС,
модифицированный янтарной кислотой (50%), по
сравнению с фумаровой (34%) и щавелевой (33%).
Этот факт можно объяснить тем, что янтарная
кислота, содержащая одинарные С–С связи, об-
ладает более гибкой конфигурацией и способна
взаимодействовать с гидроксильными группами
ПВС при любом пространственном расположении
этих групп, в отличии от фумаровой, обладающей
жестким углеродным скелетом за счет двойных
связей С=С. Все образцы ПВС, модифицирован-
ные дикарбоновыми кислотами, обладали сопо-
ставимой степенью набухания.

Так как гидрогель будет использоваться в ка-
честве основы для создания биопрепарата и слу-
жить в почве источником дополнительной влаги
для растения, то важным показателем является
степень набухания. На основании данного факта
для дальнейших исследований была выбрана мат-
рица на основе ПВС : инициатор : N-винилпир-
ролидон в мольном соотношении 160 : 7 : 1, так
как она обладала наибольшим значением этого
показателя среди всех предложенных. В качестве
второго гидрогеля для исследований был выбран
ПВС, модифицированный янтарной кислотой,
так как он обладал достаточными степенью набу-
хания и долей сшивки, а сама янтарная кислота
применяется в качестве удобрений в сельском хо-
зяйстве.

Определение характеристик жизнеспособности
микроорганизмов с использованием биосенсорного
подхода. Подбор наиболее перспективной матрицы
на основе модифицированного ПВС проводился с
использование бактерий B. megaterium. Для сравне-
ния был выбран способ иммобилизации с примене-
нием диализной мембраны, так как он считается
наиболее “мягким” и биоматериал не теряет своей
активности. Предложенный подход к выбору био-
препарата основан на сравнительном анализе чув-
ствительности микроорганизмов по отношению к
окисляемым органическим субстратам как основ-
ной характеристике биокаталитической активно-
сти; стабильности в иммобилизованном состоянии
как ключевой физиолого-биохимической характе-
ристике и способности микроорганизмов окислять
широкий круг веществ как ключевой метаболиче-
ской характеристики. Таким образом, в качестве
показателей жизнедеятельности микроорганизмов

были приняты следующие параметры биосенсора:
долговременная стабильность, спектр окисляе-
мых субстратов, нижняя граница определяемых
концентраций. Данные характеристики отражают
надежность фиксации бактерий в порах гидрогелях,
наличие токсичного эффекта на микроорганизмы
со стороны матрицы и возможные препятствия
диффузии субстрата со стороны матрицы. Для
определения достоверности биосенсорных изме-
рений был использован показатель операцион-
ной стабильности, показывающий устойчивость
ответа сенсора на одну и ту же концентрацию суб-
страта при проведении большого числа последо-
вательных измерений [23].

Для оценки спектра окисляемых субстратов
бактериями B. megaterium В-847 регистрировали
отклик биосенсора на введение в измерительную
кювету одинакового объема растворов субстратов
(которые могут находиться в почве) с концентраци-
ей 1 моль/дм3. Для трудно растворимых веществ
применяли насыщенные растворы. Каждое изме-
рение проводилось по 3 раза. Данные по спектру
окисляемых субстратов бактериями B. megaterium
при разных способах иммобилизации представ-
лены на одной диаграмме (рис. 2).

Данные по спектру окисляемых субстратов
представлены в процентах по отношению к мак-
симальному отклику. При иммобилизации в диа-
лизную мембрану и гидрогель ПВС, модифици-
рованный янтарной кислотой, максимальный от-
вет сенсора был получен на галактозу, а при
использовании ПВС, модифицированного N-ви-
нилпирролидоном, – на ксилозу. Анализируя
данную диаграмму, можно сказать, что бактерии
B. megaterium могут метаболизировать широкий
круг субстратов, включая моно- и дисахариды,
одноатомные и многоатомные спирты, органиче-
ские кислоты и аминокислоты во всех случаях
иммобилизации (рис. 2). Полученные результаты
вполне согласуются с природой данных микроор-
ганизмов, которые являются сапрофитами. Вне
зависимости от способа иммобилизации бактерии
окисляют все исследуемые субстраты, а значит,
включение в гель не влияет на ферментативные
системы микроорганизмов.

На основании полученных данных (табл. 2 и
рис. 2) можно сказать, что значительного отличия в
параметрах жизнедеятельности бактерий B. megate-
rium при различных способах иммобилизации не
обнаружено. Биосенсоры обладают высокой долго-
временной стабильностью (более 20 сут), сопоста-
вимой операционной стабильностью (относитель-
ное отклонение не более 8%), широким спектром
окисляемых субстратов (20 субстратов) и довольно
низким значением нижней границы определяемых
концентраций глюкозы (0.004 ммоль/дм3). На ос-
новании данных показателей можно сделать вы-
вод, что поливиниловый спирт, модифицирован-
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ный янтарной кислотой и N-винилпирролидо-
ном надежно фиксирует бактерии B. megaterium,
не оказывая на них токсичного влияния, не за-
трудняет диффузию субстрата и не оказывает
влияние на ферментативные системы клеток, а
значит может быть использован в качестве иммо-
билизующей матрицы для создания биопрепара-
та. Для дальнейших исследований был выбран
биопрепарат на основе ПВС, модифицированно-
го янтарной кислотой, так как данный гидрогель
требует меньше временных и экономических за-
трат при синтезе, биокатализатор обладал наи-
большей долговременной стабильностью, кроме
того янтарная кислота может применяться в каче-
стве удобрения. Проведена иммобилизация бак-
терий A. сhroocоcсum в выбранную матрицу и на
основании биосенсорных измерений показана
высокая жизнеспособность в ней микроорганиз-
мов. Долговременная стабильность составила 26 сут,

нижняя граница определяемых концентраций –
0.006 ммоль/дм3.

Биотестирование созданных биопрепаратов. В ка-
честве тест-объекта были использованы семена
кресс-салата в соответствии с ПНД Ф Т 14.1:2:4.19-
2013. В табл.3 представлены результаты биотести-
рования, проведенные на кресс-салате.

Как видно из приведенных в табл.3 результа-
тов, добавление 0.06% по массе биопрепарата на
основе модифицированного ПВС и бактерий в
почву дает результаты сравнимые с коммерче-
ским гидрогелем. При увеличении дозы биопре-
парата до 0.12 и 0.24% наблюдалось значительное
увеличение корневой системы, высоты стебля и
всхожести. Разработанный биопрепарат на осно-
ве гидрогеля ПВС способен удерживать влагу в
почве лучше коммерческого образца.

Для образцов на основе биопрепарата с A. ch-
roococcum методом капиллярного электрофореза

Таблица 2. Характеристики биосенсоров на основе бактерий родов Bacillus и Azotobacter

Характеристика биосенсора/способ 
иммобилизации

Бактерии B. megaterium Бактерии
Azotobacter ПВС : 
янтарная кислотаПВС : N-ВП ПВС : янтарная 

кислота
диализная 
мембрана

Операционная стабильность 
по 15 измерениям, %

7.5 7.9 7.2 8.6

Долговременная стабильность, сут 26 35 23 26
Нижняя граница определяемых
концентраций глюкозы, моль/л

0.002 0.002 0.004 0.006

Рис. 2. Спектр субстратов (1–21), окисляемых бактериями B. megaterium В-847, иммобилизованными в ПВС : N-ПВ
(I), ПВС : янтарная кислота (II) и на диализной мембране (III): 1 – ксилоза, 2 – галактоза, 3 – глюкоза; 4 – манноза,
5 – фруктоза, 6 – сахароза, 7 – лактоза, 8 – этанол, 9 – глицерин, 10 – мочевина, 11 – глицин, 12 – серин, 13 – тирозин,
14 – аргинин, 15 – глутамин, 16 – аспаргиновая кислота, 17 – глутаминовая кислота, 18 – этановая кислота, 19 –про-
пандиовая кислота, 20 – бутандиовая кислота, 21 – аскорбиновая кислота.
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Рис. 3. Схема работы созданного биорепарата на основе бактерий Azotobacter chroococcum.
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Таблица 3. Биотестирование созданных биопрепаратов на основе бактерий B. megaterium и A. сhroocоcсum

Вариант Высота 
стебля, мм

Длина 
корня, мм

Всхожесть, 
%

Влажность 
через 7 сут, %

Начальное 
содержание 

ионов , 
мг/кг

Содержание 

ионов  
через 7 сут, 

мг/кг

Контроль 17 ± 1 12 ± 1 53 ± 7 5 ± 1 24 ± 2 14 ± 2

Гидрогель “Зеба” (0.12%) 24 ± 2 12 ± 2 79 ± 3 7 ± 1 25 ± 2 15 ± 2

ПВС : янтарная кислота Биопрепарат на основе бактерий B. megaterium

0.06% 28 ± 6 12 ± 2 90 ± 6 14.1 ± 0.5 – –

0.12% 29 ± 5 26 ± 2 100 ± 0 18.7 ± 0.3 – –

0.24% 33 ± 6 29 ± 2 100 ± 0 22.7 ± 0.4 – –

ПВС : янтарная кислота Биопрепарат на основе бактерий A. сhroocоcсum

0.06% 25 ± 1 38 ± 2 89 ± 4 7 ± 2 23 ± 2 24 ± 2

0.12% 25 ± 1 44 ± 3 89 ± 4 9 ± 1 24 ± 2 28 ± 3

0.24% 25 ± 1 46 ± 3 89 ± 2 12 ± 2 24 ± 2 27 ± 2

4NH+
4NH+

установлено присутствие ионов  поскольку
данные микроорганизмы фиксируют азот в виде
ионов аммония [1]. На рис. 3 представлена схема
действия разработанного биопрепарата на основе
бактерий A. chroococcum, иммобилизованных в
гидрогель ПВС, модифицированного янтарной
кислотой.

В контрольном образце после 7 сут экспози-
ции наблюдалось снижение концентрации ионов
аммония в почве на 42% (с 24 до 14 мг/г), при ис-
пользовании коммерческого препарата “Зеба”
так же происходило снижение их концентрации,
так как эти образцы не содержали азотофиксиру-
ющих микроорганизмов. При использовании
разработанного биопрепарата на основе бактерий
A. chroococcum происходило незначительное уве-
личение содержания ионов аммония, что под-
тверждало жизнеспособность бактерий A. chroo-
coccum, иммобилизованных в гидрогель ПВС, мо-
дифицированного янтарной кислотой. Фиксация
атмосферного азота бактериями Azotobacter осу-
ществлялась под действием фермента нитрогеназы,
который необратимо окисляется под действием
кислорода (но в клетке находится в защищенном
виде) [24]. В соответствии со схемой, представ-
ленной на рис. 3, ферментный комплекс состоит
из двух ферментов: собственно нитрогеназы (на-
зываемой также Mo-Fe-белком, в состав кофак-
тора входит два атома молибдена) и гидрогеназы
(Fe-белок или редуктаза нитрогеназы). Эти два
компонента белка действуют вместе и катализи-
руют восстановление азота до аммиака.

На основании проведенных исследований
можно сделать вывод, что разработанный био-

4NH ,+ препарат не уступает коммерческому аналогу, а
по некоторым показателям превосходит его и мо-
жет быть рекомендован в качестве влагоудержи-
вающего и обогащающего почву макроэлемента-
ми биопрепарата.

Синтезированы матрицы на основе ПВС и
различных сшивающих агентов (N-винилпирро-
лидон и дикарбоновые кислоты) и определены
доля сшитого полимера и степень набухания.
Наиболее перспективным гидрогелем для созда-
ния биоудобрений является ПВС, модифициро-
ванный янтарной кислотой, доля сшитого поли-
мера в котором составила 50 ± 2%, степень набу-
хания – 5 ± 1 г/г. На основании биосенсорных
измерений доказана жизнеспособность микроор-
ганизмов B. megaterium и A. chroocоcсum в разрабо-
танных матрицах, что позволит использовать их
для создания биоудобрений. Показано, что при
использовании обоих биопрепаратов на основе
бактерий происходило улучшение таких характе-
ристик как всхожесть, влажность, длина стебля,
длина корня, а биопрепарат на основе A. ch-
roocоcсum значительно обогащал почву азотом (в 2
раза). Разработанные биоудобрения могут служить
прототипом для создания высокоэффективного
биоорганического коммерческого удобрения но-
вого поколения.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования РФ в
рамках государственного задания № FEWG-2021-
0013 (Биокаталитические платформы на основе
клеток микроорганизмов, субклеточных структур и
ферментов в сочетании с наноматериалами).
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Two biopreparations made of the bacteria Bacillus megaterium and Azotobacter chroococcum immobilized in
modified polyvinyl alcohol hydrogel have been created. It has been shown that after application of the con-
structed biopreparations, an increase in soil moisture content (by a factor of two), germination (by up 100%),
the length of the cress stem and roots (15–30%) was achieved. The addition of Azotobacter chroococcum-based
biopreparation led to a 2-time increase of nitrogen in soil. The survival period for bacteria immobilized in hy-
drogel based on polyvinyl alcohol modified with succinic acid was longer than 30 days. It is concluded that
the studied biopreparationsexhibited high potential as a major material for efficient biofertilizer of new gen-
eration.

Keywords: polyvinyl alcohol, dicarbonic acids, biofertilizer, biopreparation, Bacillus megaterium, Azotobacter
chroococcum


