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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

Третий номер журнала за 2021 год укомплектован работами преимущественно микробиологического харак-
тера, а также некоторыми исследованиями с перспективной инновационной технологией. В статье Мижевой А.А., 
Ивановой Л.А. (Московский государственный университет пищевых производств) описан продуцент – мицелиаль-
ный гриб Aspergillus oryzae, эффективно перерабатывающий сконструированные из пищевых отходов питательные 
среды. Обоснован метод культивирования, обеспечивающий максимальный прирост биомассы этого продуцента.

Авторы из Самарского университета и Исследовательского центра РАН (Васильева Т.И. и др.) изучили 
влияние импульсного магнитного поля различной напряженности на антибактериальную активность бензилпени-
циллина в отношении бактерий Staphilococcus aureus и Escherichia coli.

Мамедовой М.Э. из Института генетических ресурсов НАН Азербайджана проведено сравнительное иссле-
дование новых коллекций чечевицы посредством структурного анализа их продуктивности. Выявлены восемь наи-
более перспективных образцов (на основании оценки их генотипов – разные представители сортов Flip и Жасмин).

Группа сотрудников Казанского Федерального центра токсикологической, радиационной и биологической 
безопасности (Скворцов Е.В. и др.). проанализировала влияние углеводной диеты на кишечную микрофлору крыс 
в состоянии дисбиоза. Показано, что углеводная диета изменяла микробный дисбаланс в сторону доминирования 
нормальной кишечной микрофлоры.

Красовицкая И.А. с коллегами из Санкт-Петербургского государственного химико-фармацевтического 
университета разработали технологию выделения имбрицина (антибиотик немедицинского назначения из группы 
противогрибковых неполиеновых макролидов) из культуральной жидкости Streptomyces imbricatus.

Сотрудники Тюменского НИИ краевой инфекционной патологии Роспотребнадзора (Кошкарева И.И. и 
др.) осуществили микробиологический анализ готовых к употреблению пищевых продуктов в нормируемом объ-
еме. Выявлено, что из 232 проб 53,9% не соответствуют санитарно-гигиеническим требованиям. Доминировали 
Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp. 

В разделе «Обзоры» помещены следующие статьи. Светоч Э.А. и др. (Государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехнологии, Оболенск) на основании анализа литературы и собственных данных 
предложили гипотезу механизма взаимодействия бактериоцинов с чувствительными бактериальными клетками. 
Доронин И.А., Гаева Т.Н., Василов Р.Г. (НИЦ «Курчатовский институт») и Аллахвердиев С.И. (Институт 
физиологии растений им. К.А. Тимирязева РАН) рассмотрели подходы к конструированию фотоэлектрических 
ячеек на основе фотосистемы II для продукции водорода.

Тюрина А.В. и др. из Ростовского-на-Дону противочумного института Роспотребнадзора обсудили вопрос 
о создании экспериментальных профилактических препаратов на основе холерных бактериофагов. Наконец, Кре-
тенчук О.Ф. вместе с сотрудниками этого же института представили литературные данные о различных моделях 
перевиваемых клеточных линий холерных вибрионов.

Главный редактор, 
президент Общества биотехнологов России, 
профессор Р.Г. ВАСИЛОВ
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 631.879.42

БИОТРАНСФОРМАЦИЯ ПИЩЕВОЙ ФРАКЦИИ БЫТОВЫХ ОТХОДОВ 
МИЦЕЛИАЛЬНЫМИ ГРИБАМИ ASPERGILLUS ORYZAE  

В УДОБРЕНИЕ ДЛЯ СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ КУЛЬТУР 

А.А. МИЖЕВА*, Л.А. ИВАНОВА

ФГБОУ ВО «Московский государственный университет пищевых производств», Москва

Подобран продуцент – мицелиальный гриб Aspergillus oryzae, который эффективно перерабатывает сконструированные 
из пищевых отходов питательные среды. Обоснован и выбран способ культивирования, при котором наблюдается максимальный 
прирост биомассы продуцента. Экспериментальным путем найдены оптимальное значение влажности субстратов – 60% – и 
количество посевного материала по отношению к питательной среде – 10%, при pH питательных сред 5,0–5,5. Исследова-
ние удобрений на содержание необходимого для роста и развития растений азота помогло выявить лучший образец, который 
в дальнейшем использовался для внесения в почву и выращивания тестового растения. Высота зеленой биомассы опытного 
образца более чем в 2 раза превышала высоту контрольного, посаженного в почву без удобрения. 

Ключевые слова: органическое удобрение, твердофазное культивирование, биотрансформация, микроскопические 
грибы, утилизация пищевых отходов, Aspergillus oryzae.

© 2021 г. Мижева А.А., Иванова Л.А.
* Автор для переписки:
Мижева Айслу Альбертовна, 
студент кафедры «Биотехнологии и технологии продуктов биоор-
ганического синтеза» Московского государственного университета 
пищевых производств,
E-mail: mizheva.aislu@mail.ru

Введение

В настоящее время в мире существует серьезная 
проблема утилизации твердых пищевых бытовых от-
ходов (ТБО). Увеличение их количества связано с 
ростом численности населения и потреблением пищевых 
ресурсов. Ежегодно образуется более 60 млн т бытовых 
отходов, 95% которых не перерабатываются надлежа-
щим образом, а гниют на свалках и полигонах, загрязняя 
окружающую среду [1, 18]. В связи с этим встает приори-
тетная задача утилизации ТБО с целью восстановления 
нарушаемого экологического равновесия.

По мнению экспертов, вывоз мусора на несанкци-
онированные свалки приведет не только к экологическим 
катастрофам в больших городах, но и негативно скажется 
на общей экологической ситуации в стране [9]. Отходы 
оказывают отрицательное воздействие на почву, водоемы 
и атмосферу [12, 14, 19]. Для того чтобы снизить нега-
тивное влияние ТБО на окружающую среду, необходимо 
найти такой метод утилизации, который может решить 
несколько проблем, а именно: экологически безопасную 

переработку сырья и использование таких преобразован-
ных продуктов в других отраслях промышленности или 
сельского хозяйства [5, 6].

Растительная биомасса представляет собой хоро-
ший субстрат для культивирования микроорганизмов. 
Она служит источником высокоценных пищевых во-
локон, которые, в свою очередь, могут быть отличной 
питательной средой для ферментации микроскопиче-
скими грибами и дрожжами. Ткани растений содержат 
в своем составе не только легкоусвояемые сахара, но и 
полисахариды, а также минеральные вещества [7, 10].

Микробиологическая биоконверсия отходов рас-
тительного происхождения является дополнительным 
способом переработки их в высокобелковые кормовые 
препараты и органические удобрения [4, 11]. Твердые 
пищевые бытовые отходы растительного происхождения 
содержат в своем составе целлюлозу, гемицеллюлозу, 
пектиновые вещества и прочие, однако, в отличие от от-
ходов пищевой промышленности, не перерабатываются. 

В качестве аналога уже существующих методов пере-
работки, показавших небольшой процент эффективности, 
эффективным представляется способ утилизации пищевой 
фракции бытовых отходов, основанный на микробной 
биотрансформации отходов растительного сырья в био-
органическое удобрение для последующего применения в 
сельском хозяйстве при выращивании овощных культур. 
В этом отношении хорошая перспектива открывается при 
адекватном использовании соответствующих видов грибов.
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Грибы – довольно обширная и крайне разнообраз-
ная группа организмов. В своем составе они не содержат 
пигмента хлорофилла, поэтому лишены способности 
синтезировать органические вещества. В связи с этим 
данные организмы относят к группе хемоорганогетеро-
трофов [3]. Мицелиальные грибы обладают комплексом 
ферментов, действующим на субстрат растительного 
происхождения, за счет чего наблюдается существенный 
прирост биомассы.

Aspergillus oryzae – мицелиальный гриб, который 
нашел широкое применение в производстве традицион-
ных японских ферментированных продуктов, таких как 
соевый соус, саке и многих других. Микроскопические 
грибы обладают способностью продуцировать ферменты, 
действующие на различные субстраты. Благодаря раз-
витию технологий генной инженерии стало известно, что 
применение в современной биотехнологии А. oryzae имеет 
огромный потенциал для использования его в получении 
не только ферментных препаратов, но и в переработке 
отходов растительного сырья, поскольку он обладает 
развитой системой трансформации и выделяет большое 
количество ферментов [16, 21, 22]. 

Одной из особенностей использования этого гриба 
является способ ферментации. К традиционному способу 
культивирования этого микроорганизма относится поверх-
ностный, но в современной промышленности используют 
и глубинное культивирование. В процессе твердофазной 
ферментации микроорганизм активно выделяет вне-
клеточные ферменты, которые интенсивно расщепляют 
субстрат до более простых составляющих [7, 15].

Применение Aspergillus oryzae в различных от-
раслях промышленности, в том числе и пищевой, побудил 
причислить данный микроорганизм к общепринятым 
и безопасным и внести в список GRAS и FDA [17]. 
Безопасность данного микроорганизма подтверждена 
Всемирной организацией здравоохранения. A. oryzae 
генетически очень близок к микроскопическому гри-
бу A.  flavus, который выделяет мощный природный 
канцероген – афлатоксин [20]. Было доказано, что в 
ферментированных продуктах, где в качестве культуры 
продуцента использовался гриб A. oryzae, афлатоксин 
и какие-либо другие канцерогенные метаболиты не об-
наружены [23].

Материалы и методы

Для приготовления питательных сред исполь-
зовались картофельные и морковные очистки, отходы 
цитрусовых и хлебобулочных изделий, пшеничные от-

руби. Всего было смоделировано 3 варианта субстратов с 
различным процентным содержанием в них компонентов, 
заявленных выше:

1)	 Cреда № 1 – пшеничные отруби – 20%, кар-
тофельные очистки – 20%, морковные очистки – 20%, 
отходы цитрусовых – 20%, хлебобулочные отходы – 
20%.

2)	Среда № 2 – пшеничные отруби – 20%, кар-
тофельные очистки – 10%, морковные очистки – 30%, 
отходы цитрусовых – 10%, хлебобулочные отходы – 
30%. 

3)	Среда № 3 – пшеничные отруби – 50%, кар-
тофельные очистки –20%, морковные очистки – 20%, 
хлебобулочные отходы – 10%. 

Контрольным образцом являлась среда, состоящая 
на 100% из пшеничных отрубей. Все среды перед куль-
тивированием имели влажность менее 10%.

Для определения исходного содержания влаги и 
подбора ее оптимального значения для лучшего роста 
продуцента в субстрате применялся метод высушивания 
отобранной навески до постоянной массы в сушильном 
шкафу «ШС 80-01-СП». 

С помощью потенциометра «АНИОН-4100» 
были определены значения pH питательных сред. 

Для осуществления биоконверсии сырья использо-
вался мицелиальный гриб Aspergillus oryzae из коллекции 
«чистых» культур кафедры «Биотехнология и технология 
продуктов биоорганического синтеза» Московского 
государственного университета пищевых производств. 
Посевной материал получали методом смыва специально 
выращенной культуры микроорганизма на стерильной 
скошенной агаризованной среде. Смыв проводился 
стерильной водопроводной водой в асептических усло-
виях. Готовая культура хранилась в холодильнике при 
температуре +3 °С.

Культивирование микроорганизма осуществлялось 
твердофазным способом в стерильных кюветах при тем-
пературе 30–32 °С в течение 7 суток в лабораторном 
термостате «ТС-1/80 СПУ».

Для определения содержания «сырого» протеина 
в полученном удобрении и в исходных субстратах ис-
пользовали метод Кьельдаля [2]. 

Результаты и обсуждение

В ходе эксперимента было установлено, что наи-
больший выход биомассы A. oryzae удается получить 
на питательной среде с содержанием влаги 60% и pH 
5,0–5,5 (рис. 1). 
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Рис 1. Подбор влажности питательных сред

Оптимальное количество посевного материала для 
роста и развития микроорганизмов на таком субстрате 
составило 10%, поскольку при использовании 30% и 
20% посевного материала в сравнении с 10% различий не 
наблюдалось. Следовательно, целесообразней использо-
вать посевной материал в меньшем количестве (рис. 2). 

Рис. 2. Подбор количества посевного материала

Путем визуального осмотра кювет с выросшими 
грибами осуществлялось определение варианта питатель-
ной среды с наибольшим выходом культуры. 

Интенсификации роста и развития растений 
способствует достаточное количество усваиваемого рас-
тениями азота, который является основной составляю-
щей органических удобрений. С этой целью к исходной 
питательной среде были добавлены минеральные соли 
NH4NO3 и KH2PO4 в количестве 1,0% и 0,5%. На 
основе данных, полученных при анализе содержания 
«сырого» протеина по методу Кьельдаля в выросших 
культурах грибов и в исходной питательной среде, было 
определено, что трансформация минерального азота в 
органический обусловила повышение содержания белка в 
биомассе грибов. На рисунке 3 приведены сравнительные 
данные содержания «сырого» протеина в питательной 
среде до культивирования и после биоконверсии. 

Рис. 3. Сравнение количества «сырого» протеина в 
исходной питательной среде и после биоконверсии 
грибами A. oryzae

Установлено, что содержание азота увеличилось 
на 27,6% по сравнению с исходной питательной средой.

Полученный продукт использовался как органи-
ческое удобрение для интенсификации роста овощных 
культур. Выращивание тестовых образцов растений 
Lactuca sativa «Azart» в грунте проводили с соблюдением 
необходимых для растений условий роста: температу-
ра – 20 °С, регулярный полив 1 раз в 2 дня, хорошо 
освещенное место, ежедневное опрыскивание растений 
чистой отстоянной водой комнатной температуры. 

Тестовые растения высаживали на искусственную 
почву – грунт на основе верхового торфа, предназначен-
ный для выращивания овощных культур и декоративных 
растений. Контрольные семена выращивали без исполь-
зования удобрения. Опытные семена были посажены в 
почву с разработанным удобрением. На рисунке 4 по-
казаны контрольный и опытный образцы через 1 месяц 
после посадки семян в почву.

Рис. 4. Контрольный (слева) и опытный образцы 
тестового растения Lactuca sativa «Azart»

Высота зеленой биомассы контрольного образца 
составила 6 см, тогда как высота опытного – 15 см. 
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Следовательно, полученное удобрение действительно 
благоприятно влияет на рост овощной культуры.

В сравнении с аналогичным методом получения 
удобрений – вермикомпостированием [8], данная раз-
работка экономически выгоднее, так как для процесса не-
обходимы повсеместно распространенные мицелиальные 
грибы, а использование вермикультуры не нашло пока 
широкого распространения из-за того, что для перера-
ботки используется определенный вид червей, закупка 
которых обходится очень дорого [13].

Заключение

Для биоконверсии пищевых отходов с помощью 
микроорганизмов были подобраны компоненты пита-
тельных сред. На их основе сконструированы субстраты, 
имитирующие пищевые бытовые отходы. Обоснован и 
выбран способ культивирования микроорганизмов для 
получения наибольшего выхода биомассы культуры. 
Разработаны условия получения посевного материала. 

Согласно проведенным исследованиям, выявлено, 
что биоконверсия пищевой фракции отходов мицелиаль-
ными грибами представляет собой не только перспектив-
ный способ утилизации, но и метод получения продукта, 
влияющий на процессы всхожести и роста овощных 
культур. A.oryzae, синтезируя ферменты, эффективно 
перерабатывает субстрат при pH 5,0–5,5 с влажностью 
60%, в продукт, пригодный для использования в сель-
скохозяйственной отрасли.

Проведено исследование по оценке влияния полу-
ченного органического удобрения на рост Lactuca sativa 
«Azart». Опытный образец был на 9 см выше контроль-
ного образца. 

В дальнейшем планируется добавление новых 
компонентов питательных сред, подбор продуцентов и 
апробация полученных вариантов не только на овощных 
культурах, но и на декоративных растениях.
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BIOTRANSFORMATION OF THE FOOD FRACTION OF HOUSEHOLD WASTE 
BY MEANS OF MYCELIAL MUSHROOMS ASPERGILLUS ORYZAE INTO 

THE FERTILIZER FOR AGRICULTURAL CROPS

A.A. MIZHEVA, L.A. IVANOVA

Moscow State University of Food Production, Moscow

A producer was selected – the filamentous fungus Aspergillus oryzae, which efficiently processes nutrient media constructed from 
food waste. The method of cultivation was substantiated and selected, in which the maximum increase in the biomass of the producer 
is observed. Experimentally, the optimum value of the substrate moisture content – 60% – and the amount of inoculum in relation to 
the nutrient medium were found – 10%, at a pH of the nutrient media of 5.0–5.5. The study of fertilizers for the content of nitrogen 
necessary for the growth and development of plants helped to identify the best sample, which was later used for applying to the soil and 
growing the test plant. The height of the green biomass of the experimental sample was more than 2 times higher than the height of the 
control, which was planted in the soil without fertilization.

Keywords: organic fertilizer, solid-phase cultivation, biotransformation, microscopic fungi, food waste disposal, Aspergillus oryzae.

Address:
Mizheva A.A.,
student of the Department of Biotechnology and Technology of Bioorganic Synthesis Products, 
Moscow State University of Food Production,
E-mail: mizheva.aislu@mail.ru

Для цитирования:
Мижева А.А., Иванова Л.А. Биотрансформация пищевой фракции бытовых отходов мицелиальными грибами 
Aspergillus oryzae в удобрение для сельскохозяйственных культур. Вестник биотехнологии и физико-химической 
биологии им. Ю.А. Овчинникова 2021; 17(3):6–11.

For citation:
Mizheva A.A., Ivanova L.A. Biotransformation of the food fraction of household waste by means of mycelial mushrooms 
Aspergillus oryzae into the fertilizer for agricultural crops. Bulletin of Biotechnology and Physicochemical Biology named 
after Yu.A. Ovchinnikov 2021; 17(3):6–11 (in Russian).  

А.А. Мижева, Л.А. Иванова, с. 6–11



12

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 615.015.16

ИЗУЧЕНИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
БЕНЗИЛПЕНИЦИЛЛИНА НАТРИЕВОЙ СОЛИ, ОБРАБОТАННОЙ 

ИМПУЛЬСНЫМ МАГНИТНЫМ ПОЛЕМ, В ОТНОШЕНИИ БАКТЕРИЙ 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS И ESCHERICHIA COLI

Т.И. ВАСИЛЬЕВА1*, Н.А. РОДЕНКО1,2, А.К. МАДЬЯРОВА1, И.А. БЕЛЯЕВА1,2
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2 Самарский федеральный исследовательский центр РАН, Самара

В работе ставилась цель – изучить влияние импульсного магнитного поля (ИМП) различной напряженности на анти-
бактериальную активность бензилпенициллина в отношении бактерий Staphylococcus aureus и Escherichia coli. Для опреде-
ления чувствительности бактериальной культуры к обработанному ИМП антибиотику был использован стандартный диско-
диффузионный метод. Показано, что обработанный ИМП бензилпенициллин не изменяет антибактериальную активность в 
отношении бактерий Staphylococcus aureus, но при этом установлено увеличение антибактериальной активности антибиотика 
после обработки ИМП в отношении культуры Escherichia coli.

Ключевые слова: антибактериальная активность, импульсное магнитное поле, бензилпенициллина натриевая соль, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli.
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Введение

Магнитные поля Земли влияют на биохимические 
процессы, протекающие в клетках. Поэтому для специ-
алистов в области биологии важно иметь представление о 
воздействии магнитных полей на элементарные химические 
реакции. При исследовании внешних воздействий на био-
системы речь идет о биологическом эффекте. В его основе 
лежит изучение разницы протекания каких-либо биологиче-
ских процессов в экспериментальной группе (с воздействием 
магнитного поля) и в контрольной группе (без воздействия 
магнитного поля) [3]. При изучении действия магнитных 
полей обращается внимание на рассмотрение химических 
реакций с акцентом на образование химических связей [2].

В большом количестве работ представлены данные 
о влиянии постоянного и переменного магнитного поля на 
химические и биологические системы. Было показано [13], 
что магнитное поле может увеличивать влияние цисплатина 
(противоопухолевое средство) на процент жизнеспособно-

сти клеток и уменьшать устойчивость клеток A2780-CP, 
создавая крупные структуры на поверхности клеточной 
мембраны. Также обнаружено, что воздействие магнитным 
полем с частотой 66 кГц при напряженности магнитного 
поля 500 А/м приводит к конформационным изменениям 
молекулы ферментов антиоксидантной системы (каталазы и 
супероксиддисмутазы), что и является причиной снижения 
их активности [1]. Сообщалось об активирующем эффекте 
растворов, обработанных электромагнитными полями [5].

В настоящем исследовании была поставлена цель – 
оценить влияние импульсного магнитного поля на антибакте-
риальную активность бензилпенициллина натриевой соли в 
отношении культуры Staphylococcus aureus и Escherichia coli.

Материалы и методы

Техническая составляющая. Проведены исследо-
вания по влиянию ИМП на биологическую активность 
порошкообразного бензилпенициллина с параметрами 
ИМП, представленными в таблице 1.

Таблица 1 
Параметры воздействия ИМП на бензилпеницилли-

на натриевую соль 

U, кV 3,0 7,0 9,0
Н1, (одновитковый индуктор), А/м∙106 0,09 0,50 0,82
f, кГц частота разрядного контура 40
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Воздействие ИМП на бензилпенициллин осу-
ществлялось на магнитно-импульсной установке 
МИУ-15 (Самарский университет, Самара): в одно-
витковый индуктор вставлялся флакон с антибиотиком 
и проводилась однократная обработка с длительностью 
0,0002–0,005 с [4, 9].

Изучение биологической активности бензилпе-
нициллина. В экспериментах брали бензилпенициллин в 
порошкообразном виде (1 000 000 ЕД). После обработки 
ИМП порошкообразный антибиотик доводили до кон-
центрации 0,01 г/мл. В качестве объекта исследования 
служили грамположительные бактерии Staphylococcus 
aureus и грамотрицательные бактерии Escherichia coli. 

Escherichia coli M17 – штамм кишечной палочки 
получен из медицинского сертифицированного препарата 
«Колибактерин», предназначенного для лечения желудоч-
но-кишечных расстройств у людей. Культура микроорга-
низмов Staphylococcus aureus (рис. 1) была предоставлена 
микробиологическим отделом Центральной клинико-диа-
гностической лаборатории Клиник Самарского государ-
ственного медицинского университета (г. Самара). 

Рис. 1. Культура микроорганизмов Staphylococcus 
aureus в микроскопе Альтами 104 LED

В стерильные чашки Петри, расположенные на 
горизонтальной поверхности, разливали по 15 мл плотной 
питательной среды. Для исследования биологической 
активности антибиотика на культуре микроорганиз-
мов Escherichia coli применялся мясопептонный агар 
(МПА). Для культуры микроорганизмов Staphylococcus 
aureus готовилась элективная питательная солевая среда 
(ИПС-Биотехновация, Россия). 

Инокуляты Escherichia coli готовились внесением 
1 г сухой культуры в 10 мл среды, состав которой был 
следующим: пептон – 5 г/л ; глюкоза –10 г/л ; NaCl – 
4,68 г/л ; KCl – 1,48 г/л; NH4Cl – 1,08. Инокуляты 
Staphylococcus aureus готовили внесением бактериальной 
культуры в 10 мл среды, состав среды: 3,75 г мясопеп-
тонного бульона на 250 мл дистиллированной воды.

Далее на поверхность застывшей питательной 
среды распределяли по 0,1 мл инокулята испытуемой 
суточной культуры микроорганизмов. На чашку Петри 
раскладывались бумажные диски и пропитывались рас-
твором бензилпенициллина по 10 мкл на каждый диск. 
Затем чашки инкубировали в термостате при 37 °С в 
течение 18 ч. 

Результаты учитывали путем замера зон задержки 
роста микроорганизмов вокруг дисков (включая диаметр 
самого диска) с помощью штангенциркуля (погрешность 
измерения ±0,1 мм). Измерение диаметра каждой зоны 
лизиса проводилось не менее 10 раз, после чего осу-
ществлялся расчет среднего диаметра. Для повышения 
достоверности результатов проводились независимые 
серии повторных экспериментов. Единичные колонии 
или тонкая пленка роста внутри зоны задержки роста 
не учитывались [8]. 

Результаты и обсуждение

На рисунке 2 представлены результаты экспе-
римента по изучению биологической активности анти-
биотика относительно бактерий Staphylococcus aureus 
пpи воздействии ИМП на аптечный порошкообразный 
бензилпенициллин.

Рис. 2. Диаметpы зон подавления pоcта Staphylococcus 
aureus пpи воздействии ИМП на аптечный порошко-
образный бензилпенициллин 

Как видно из рисунка 2, пpи воздейcтвии ИМП 
на бензилпенициллин не наблюдаетcя изменения био-
логической активности. Однако было зафиксировано, 
что при обработке ИМП аптечного бензилпенициллина 
наблюдается рост диаметра зон лизиса в отношении 
грамотрицательной культуры Escherichia coli, что сви-
детельствует об увеличении его антибактериальной 
активности (рис. 3). 
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Рис.3. Диаметpы зон подавления pоcта Escherichia 
coli пpи воздействии ИМП на аптечный порошкоо-
бразный бензилпенициллин. Примечание: * – отличия 
диаметра зоны подавления роста Escherichia coli после 
воздействия ИМП на бензилпенициллина достоверны 
от контроля с уровнем значимости p<0,05.

Отличия в изменении биологической активности, 
скорее всего, связаны с различным строением клеточ-
ной стенки грамположительных и грамотрицательных 
бактерий (рис. 4). 

Механизм действия бета-лактамных антибиотиков 
основывается на ингибировании синтеза клеточной стенки 
путем блокировки действия пенициллинсвязывающих бел-

ков – транспептидаз. Транспептидазы участвуют в сборке 
бактериальной клеточной стенки путем включения ацетил-
мурамовых пептидов в строящиеся клеточные стенки бак-
терий, катализируя образование сшивок – перекрестных 
связей между цепочками пептидогликана. Сшивки дают 
дополнительную прочность клеточной стенке [6, 12].

Предполагается, что действие ИМП незначи-
тельно изменяет конформацию молекулы антибиотика 
в зависимости от заданных параметров импульсного 
магнитного поля. При некоторых конформационных по-
ложениях у молекулы пенициллина повышается сродство 
к активному центру транспептидазы, связываясь с ней 
ковалентной связью, его антибактериальная активность 
увеличивается [11].

Отличие биологической активности антибиотика 
в отношении грамположительных и грамотрицательных 
бактерий можно объяснить следующими причинами: 
большое количество слоев пептидогликана в клеточной 
стенке грамположительных бактерий (50–100 слоев), 
по сравнению с грамотрицательным микроорганизмами 
(1–2 слоя). 

Известно, что около 80–90% штаммов 
Staphylococcus aureus являются пенициллиназообразу-
ющими. Это значит, что они вырабатывают фермент пе-
нициллиназу, способную инактивировать бета-лактамные 
антибиотики [10].

Рис.4. Строение клеточной стенки грамположительных и грамотрицательных бактерий [7]

Проведя анализ экспериментальных данных, 
можно отметить общее снижение антибактериальной ак-
тивности не обработанного ИМП бензилпеницилина на 
грамотрицательную культуру Escherichia coli по сравне-
нию с грамположительными бактериями Staphylococcus 

aureus. Причем, средний диаметр зон лизиса Escherichia 
coli составил около 2,3 см, а культуры Staphylococcus 
aureus – около 1,6 см.

Возможно, отсутствие изменения антибактери-
альной активности при обработке ИМП бензилпени-
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циллина в отношении Staphylococcus aureus связано с 
расщеплением антибиотика специфическим ферментом 
микроорганизмов – пенициллиназой. 

Антибактериальная активность обработанного 
импульсным магнитным полем бензилпенициллина 
может быть различной. Биологический эффект зависит 
от строения клеточной стенки грамположительных и 
грамотрицательных бактерий, а также от их метаболизма.

Заключение

На основании проведенного исследования можно 
сделать следующие выводы:

1.	 Получены экспериментальные данные о том, 
что обработанный ИМП бензилпенициллин не изменяет 
антибактериальную активность в отношении бактерий 
Staphylococcus aureus, но при этом было зафиксировано 
увеличение антибактериальной активности антибиотика по-
сле обработки ИМП в отношении культуры Escherichia coli.

2.	Предполагается, что регистрируемый эффект 
можно объяснить разницей в строении клеточной стенки 
исследуемых микроорганизмов, а также продуцирова-
нием фермента пенициллиназы грамположительными 
культурами (например, Staphylococcus aureus).
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STUDY OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF BENZYLPENICILLIN 
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The aim of this work was to study the effect of a pulsed magnetic field (PMF) of various strengths on the antibacterial activity 
of benzylpenicillin against the bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli. To determine the sensitivity of the bacterial culture 
to the antibiotic treated with PMF, the standard disco-diffusion method was used. It has been shown that benzylpenicillin treated with 
PMF does not change the antibacterial activity against the bacteria Staphylococcus aureus, but an increase in the antibacterial activity 
of the antibiotic after PMF treatment against the Escherichia coli culture has been established.
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Введение

Голод и недоедание – одна из важнейших проблем 
современности. Ограниченная доступность некоторых 
аминокислот и высокая стоимость продуктов животно-
го происхождения сделали бобовые культуры важной 
альтернативой для удовлетворения потребностей в белке 
(Bukak, 2003 [4]).

Бобовые культуры богаты белком, они выращи-
ваются для пищевых, кормовых и технических целей. 
Из-за низкого содержания протеина (в производимых 
кормах кормовая единица составляет 85–86 г пере-
вариваемого протеина) потребление корма происходит 
выше нормы. По зоотехнической норме, это приводит 
к росту цен на продукцию животного происхождения. 
На каждую кормовую единицу должно приходиться 
105–110 г перевариваемого протеина. Бобовые содержат 
все аминокислоты, необходимые человеку и животным. 
Семена и плоды содержат большое количество различ-
ных витаминов (A, B, C, PP и др.), необходимых для 
нормального функционирования организма.

Злаки и бобовые имеют большое значение как 
основной источник высокобелковой пищи и различных 
видов кормов для сельскохозяйственных животных. 

Бобовые имеют ряд преимуществ перед другими не-
бобовыми культурами. Во-первых, вегетативные и ге-
неративные органы бобовых культур в 2–3 раза богаче 
белком, чем другие растения. Семена, стебли, ветви и 
листья бобовых содержат большое количество белка. 
Во время кормления сельскохозяйственных животных 
зернобобовыми, а также смесью зернобобовых увели-
чивается переваримость протеина зерна на 20–50%. 
80–90% белка бобовых культур хорошо усваивается 
животным организмом.

Еще одно преимущество бобовых культур состоит 
в том, что они накапливают много азота на одном участке 
земли. Белок, производимый бобовыми, очень дешево 
обходится для хозяйства. Бобовые являются хорошими 
предшественниками для большинства небобовых расте-
ний. С пожнивными остатками корней и ревеня бобовые 
сохраняют в почве значительное количество азота и 
другие питательные вещества. Бобовые культуры вы-
ращивают для получения сухой травы, зеленой массы и 
силоса. Семена бобовых также богаты незаменимыми 
аминокислотами. Соя, бобы, чечевица, зеленый горо-
шек и нут богаты незаменимым лизином, метионином, 
триптофаном. Процент переваримости протеинов этих 
бобовых организмом высокий.

Чечевица (Lens culinaris Medik.) – одна из первых 
и самых ценных бобовых культур и выращивается на 
зерно. Для развивающихся стран она считается важным 
продуктом питания с высоким содержанием протеина. 
Особенно важную роль играют в пищеварении у жвачных 
животных также солома чечевицы, которая содержит 
13% протеина (Gupta, 1996 [8]). 
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Чечевица не накапливает нитраты, токсичные 
вещества, радионуклиды и поэтому представляет собой 
экологически чистый продукт. Хозяйственное значение 
чечевицы напрямую связано с химическим составом 
ее семян. В чечевице содержится до 22–35% белка, 
48–53% углеводов, 0,6–2% жира и 2,2–4,4% ми-
неральных солей. Кроме того, в чечевице присутствуют 
такие микроэлементы, как Fe, Zn, P, Ca, B, и витамины 
групп C, -каротин (Chehrirali, 1988 [5], Saxena M.C., 
1981 [14]). Фибриллярные волокна и сапонины в составе 
чечевицы препятствуют росту опухоли, подавляя синтез 
ДНК в раковых клетках (Montemurro F., 2005 [12]).

В последние годы усиление засухи в Азербайджане 
препятствует выращиванию устойчивых к дождю и засухе 
образцов чечевицы, а нестабильные урожаи вынуждают 
фермеров искать новые сорта. Создание высокоуро-
жайных, устойчивых к засухе и болезням, скороспелых, 
высокорослых, но устойчивых к полеганию, здоровых 
сортов – основные требования фермеров. В этом направ-
лении ведутся различные исследования (Amirov, 2014 [1], 
Mirzaev R.S., 2014 [11], Yusifov, 2011 [18]).

Помимо высокой урожайности, важно изучить 
другие количественные и качественные характеристик 
бобовых. Из-за узкой генетической базы этой культуры 
сложно создать разные сорта по любому признаку, но 
в этом отношении включение в исследования большого 
количества генотипов из мировой коллекции может быть 
полезным (Ayadogan, 2008 [2], Beecher, 2001 [3]).

Материалы и методы

Характеристика генотипов чечевицы проводилась 
в полевых условиях на Апшеронской научно-исследо-
вательской базе в двух экспериментальных условиях (с 
орошением и без орошения) в течение 2013–2016 гг. На-
чиная со стадии цветения, один повтор образца поливался 
регулярно, а другой повтор – 1 раз в два дня. Были прове-
дены наблюдения и сравнивались результаты структурного 
анализа. Анализы осуществлялись отдельно по годам, и 
на основе общих результатов за два года с помощью кла-
стерного анализа была построена дендрограмма.

Образцы выращивались в нормальных (орошае-
мых) условиях на Апшеронской опытной базе Института 
генетических ресурсов НАНА в 2013–2016 гг. По схеме 
посева расстояние между рядами составляло 45 см, длина 
ряда – 2 м, расстояние между растениями – 5 см. Глубина 
заделки семян составила 5–7 см. В течение вегетацион-
ного периода проводились морфологические (количество 
цветков, окраска и др.) и фенологические (первые всходы, 

50% цветение и др.) наблюдения, а также выполнялись 
агротехнические работы. После полной зрелости из 
каждого образца отбирались 10 растений с корнями и 
проводилось сравнительное исследование на основе струк-
турного анализа по 9 параметрам продуктивности (высота 
растения, количество продуктивных стеблей, количество 
бобов на растении, количество семян на растение, масса 
семян на растении, масса 100 семян, количество семян на 
один боб, ширина и длина бобов). Классификация изучае-
мых образцов осуществлялась согласно каталогу (табл. 1).

Высота растения (в см) на 10 случайно выбранных 
растениях определялась путем измерения части почвы 
от верха почвы до самой высокой точки растения. С 
целью определения массы (г) 100 семян, взятых из об-
разцов, они были разделены на 4 группы по 100 семян 
в каждой, их масса измерялась и определялось среднее 
число. Количество бобов и семян (единиц) определялось 
путем подсчета бобов и семян на 10 случайно выбранных 
растениях и по определению среднего числа. Ширина и 
длина боба измерялись линейкой.

Статистический анализ полученных результатов 
проводился с помощью компьютерной программы SPSS. 
Степень вариации компонентов продуктивности между 
генотипами и статистическую значимость этой вариации 
оценивали методом ANOVA. Была рассчитана феноти-
пическая корреляция между признаками, анализ основных 
компонентов использовался для определения компонентов, 
ответственных за вариации в соответствии с фенотипически-
ми признаками, а кластерный анализ был использован для 
определения генетического расстояния между образцами.

Корреляции определялись с помощью компьютер-
ной программы SPSS по следующей формуле:

r x y nxy

x nx y ny
i i

i i

=
−

− −

Σ

Σ Σ( )( )2 2 2 2

Здесь x и y означают отдельные символы, а n – 
примеры.

Кластерный анализ был выполнен с использова-
нием программы SPSS. Этот анализ, основанный на 
методах Уорда и UPGMA, определяет генетическое 
расстояние между образцами и таким образом помещает 
генетически близкие образцы в единую группу. Резуль-
таты группировки описываются в виде дендрограммы с 
помощью кластерного анализа.

Кластерный анализ для экономических показа-
телей UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using 
Arithmetic Average) основан на евклидовом расстоянии 
(Rohlf F.J., 2004 [13]).
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Таблица 1 
Название, происхождение и номера образцов чечевицы по каталогу

№ Название и номер образца чечевицы 
по каталогу Происхождение № Название и номер образца чечевицы 

по каталогу Происхождение

1 Flip2010-19 İCARDA 24 Flip2011-59 İCARDA

2 Flip2010-26 İCARDA 25 Flip2011-61 İCARDA

3 Flip2010-81 İCARDA 26 Flip2011-64 İCARDA

4 Flip2010-91 İCARDA 27 10932

5 Flip2010-94 İCARDA 28 10946

6 Flip2010-95 İCARDA 29 10939

7 Flip2010-96 İCARDA 30 10943

8 Flip2010-97 İCARDA 31 Flip2011-32 İCARDA

9 Flip2010-101 İCARDA 32 Flip2011-31 İCARDA

10 Flip2011-13 İCARDA 33 10928

11 Flip2011-14 İCARDA 34 Flip2011-40 İCARDA

12 Flip2011-17 İCARDA 35 10937

13 Flip2011-18 İCARDA 36 10940

14 Flip2011-19 İCARDA 37 10926

15 Flip2011-20 İCARDA 38 10925

16 Flip2011-26 İCARDA 39 Flip2011-384 İCARDA

17 Flip2011-35 İCARDA 40 10942

18 Flip2011-37 İCARDA 41 10934

19 Flip2011-41 İCARDA 42 10929

20 Flip2011-42 İCARDA 43 10930

21 Flip2011-43 İCARDA 44 Flip2011-29 İCARDA

22 Flip2011-51 İCARDA 45 Flip2011-36 İCARDA

23 Flip2011-57 İCARDA 46 Jasmin Азербайджан 

Результаты и обсуждение 

Исследовались 46 образцов чечевицы разного 
происхождения, выращенные в условиях орошения в те-
чение 3 лет на Апшеронской научно-исследовательской 
базе, и были изучены структурные элементы образцов. 
Полученные результаты были проанализированы с по-
мощью статистических методов. Самым эффективным 
методом анализа показателей продуктивности служит 
вариационный анализ. Высота растения представляет 
собой наиболее чувствительный признак, подвергаю-
щийся влиянию окружающей среды и определяющий 
широкую вариацию. В наших исследованиях была 
зафиксирована высокая вариация по высоте растений 

(27,0–44,7 см). Максимальная высота была зафик-
сирована в образцах Жасмин (44,7 см) и 10932 (43,3 
см), а минимальная – в образцах Flip2010-81 (28,0 
см) и Flip2010-96 (27,0 см).

В своем исследовании по образцам чечевицы Али 
Коч, изучив их фенологические и морфологические 
особенности, показал, что высота у растений составляла 
44–55 см (Ali Koç, 2019 [9]), в то время как в Индии 
Гупта и его коллеги в своем исследовании чечевицы от-
метили, что высота у растений составляла 6,2–24,2 см 
(Gupta, 1996 [8]). Исходя из литературных источников, 
в целом изученные нами образцы можно назвать средне-
высокими (32–36 см).

М.Э. Мамедова, с. 17–23
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Таблица 2
Степень вариации некоторых элементов продуктивности в образцах чечевицы

Признаки Мин. Maкс. Среднее число, 
±

Среднее квадратиче-
ское отклонение

Статистическая
значимость

Высота расположения 1-го боба, см 9,0 18,7 13,8±0,11 2,2 **
Высота растения, см 27,00 44,7 35,0±0,21 4,1 ***

Число семян на растение, шт. 50,00 153,0 100,4±0,25 41,1 **
Кол-во бобов на растение, шт. 50,00 167,0 104,4±0,41 24,6 **

Масса 100 семян, г 2,50 5,2 3,6±0,15 0,6 ***
Количество выходов, шт. 62,00 100,0 81,4±0,19 7,2 *

Примечание: * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001

Резкая вариация наблюдалась в количестве бобов и 
семян (табл. 2). Таким образом, количество бобов на растении 
составляло 50,0–167,0, а количество семян на растение – 
50,0–853,0. Наибольшее количество семян было отмечено 
в Flip2011-41 (167,0 шт.), 10943 (165,0 шт.), наименьшее 
количество зерен было отмечено в Flip2010-81 (50 шт.). 
Количество семян в 1 бобе обычно 1–2, в некоторых образ-
цах – 3, а масса 100 семян колеблется в пределах 2,5–5,2 г.

Как было указано, масса 100 семян варьировала 
от 2,5 до 5,2 г. Самый низкий показатель этого признака 

был отмечен у Flip2011-42 (2,5 г), а самый высокий – у 
образца Жасмин (5,2 г). Другие исследования показали, 
что масса 100 семян не зависит от воздействия окружаю-
щей среды и для разных генотипов колеблется в пределах 
1,07–8,55 г (Beecher 2001 [3], Saxena MC. 1981 [14], 
Sepetoğlu H. 1994 [15]).

Для определения взаимосвязи между различными 
элементами продуктивности корреляционный анализ 
был рассчитан на основе трехлетних средних значений 
(табл. 3).

Таблица 3 
Корреляция показателей продуктивности образцов чечевицы (Lens culinaris Medik.)

Высота рас-
положения 1-го 

боба
Высота 

растения
Количество 

семян на рас-
тение

Количество 
бобов на рас-

тении
Масса 100 

семян
Количество 

выходов 
Высота расположения 1-го боба 1 0,650** 0,119 0,250 0,318* 0,020
Высота растения 1 0,572** 0,471* 0,435* 0,140
Количество семян на растение 1 0,598** 0,093 0,080
Количество бобов на растении 1 0,247 0,089
Масса 100 семян 1 0,05
Количество выходов 1

Примечание: * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001

Значимая положительная корреляция (p<0,001) 
была обнаружена между высотой растения и количеством 
бобов на растении, между количеством семян на растение 
и массой. Однако значимость этой корреляции варьиру-
ет. Хотя корреляция между высотой расположения 1-го 
боба и количеством семян на растение и количеством 
бобов на растении не является статистически значимой, 
существует очень значимая (p<0,001) положительная 
корреляция между этим признаком и высотой растения. 
В наших экспериментах положительная корреляция была 
зафиксирована между количеством семян на растение и 
количеством бобов, а также отрицательная корреляция 
(r= -0,093) была отмечена между количеством семян на 
растение и массой 100 семян.

Это свидетельствует о том, что увеличение коли-
чества семян привело к уменьшению массы 100 семян. 

Отрицательная корреляция между количеством семян и 
массой 100 семян выявлена также в других исследованиях 
(Beecher, 2001 [3], Chiftchi V., 2001 [6], Luthra, 1990 
[10], Sozen, O., 2017 [16]). В своем исследовании Токлу 
и его коллеги (2009) отметили значимую взаимосвязь 
между количеством и массовыми признаками у семян 
местных генотипов чечевицы (Toklu, F., 2009 [17]). 
По сведениям из литературы, также установлено, что 
количество бобов на растении, количество зерен на рас-
тение, масса и высота расположения 1-го боба должны 
приниматься во внимание в качестве критериев селекции 
(Gunel E., 1993 [7], Gupta, 1996 [8], Saxena M.C., 1981 
[14]).

В нашем исследовании не было обнаружено зна-
чимой корреляции между количеством выходов и иссле-
дованными показателями продуктивности (см. табл. 3).
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Среди исследованных образцов чечевицы был про-
веден кластерный анализ и на основании изученных по-
казателей продуктивности образцы были сгруппированы.

Рис. 1. Группирование генотипов чечевицы по морфоло-
гическим и количественным показателям, выращенных 
в 2013–2016 гг.

Анализ проводился на основании чисел в среднем 
за 3 года, результаты были описаны с помощью ден-
дрограммы (рис. 1). Как видно из представленной ден-
дрограммы, 46 изученных образцов чечевицы разного 
происхождения были объединены в 5 основных групп; 
при этом количество и происхождение генотипов, вклю-
ченных в каждую группу, были разными (табл. 4).

Большая часть вариации между образцами была 
связана с количеством семян на растении. Кластерный 
анализ, основанный на этом показателе, позволяет 
разделить генотипы на группы по количеству семян. 
Согласно данным таблицы 4, кластер I является самой 
большой группой и объединяет 46% исследованных об-
разцов. Образцы, принадлежащие к этой группе, можно 
оценить как короткорослые, среднеурожайные. 10929, 
Flip2011-42, Flip2011-57, Flip2011-36, Жасмин, вклю-
ченные во 2-ю группу, были оценены как среднерослые 
и высокоурожайные образцы. 15 образцов, включенных 
в кластер III, относятся к группе среднерослых, средней 
урожайности, только один образец, включенный в кла-
стер IV (10939), и 4 образца, включенные в кластер 
V (Flip2011-41, Flip2011-43, 10941, 10940), являются 
высокорослыми и имеют повышенное количество семян.

Таблица 4 
Вариация признаков в образцах чечевицы, сгруппированных в разные кластеры
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I

4, 6, 7, 12, 14,16, 18, 
23, 24, 25, 26, 31, 
32, 34, 35, 37, 38, 

39, 40, 41, 44

27,0–40,3 11,0–14,7 85,7–138,0 80,3–153,0 2,9–4,7 68–100

II 20, 22, 42,
 45, 46 30,0–44,7 11,3–17,0 81,7–149,3 114,7–151,3 2,5–5,2 78–81

III
1, 2, 3, 5, 6, 9, 10, 

11, 13, 15, 17, 26, 27, 
33, 43

28,0–43,3 9,0–16,7 50,0–116,0 50,0–149,7 2,5–4,7 62–91

IV 29 41,0 16,3 81,3 133,3 3,4 92
V 19, 21, 30, 36 31,0–38,7 10,0–14,0 53,3–167,0 135,7–225,7 2,6–3,3 73–85
Общее среднее значение 35,1 13,8 104,4 100,43 3,6 81,4

Заключение

В результате анализа выявлено среднее (p<0,01) 
статистически значимое генетическое разнообразие среди 
46 генотипов чечевицы, культивируемых по отдельным 

морфологическим и количественным признакам. Среди 
генотипов из исследованных образцов 31% отмечены 
как высокоурожайные, 43% – среднеурожайные, 
26% – низкоурожайные. Среди генотипов Flip2011-61, 
Flip2011-41, Flip2011-43, 10941, 10940, 10939, 10929 

М.Э. Мамедова, с. 17–23
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и Жасмин были оценены как наиболее перспективные 
образцы.
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OF LENTIL GENOTYPES BY STATISTICAL METHODS  

(LENS CULINARIS MEDIK.)
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In the course of the study, a comparative study was carried out based on a structural analysis of some parameters of the productivity 
of new collections of lentils. In genotypes, average genetic differences were recorded for plant height, number of seeds in beans, number 
of beans per plant, and weight of 100 seeds. 31% of the studied samples were recognized as high-yielding, 43% – medium-yielding, 
and 26% – low-yielding. The genotypes Flip 2011-61, Flip 2011-41, Flip 2011-43, 10941, 10940, 10939, 10929 and Jasmine were 
evaluated as the most promising samples.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 619:615.379.9:579:577.21 

ВЛИЯНИЕ УГЛЕВОДНОЙ ДИЕТЫ НА КИШЕЧНУЮ МИКРОФЛОРУ КРЫС 
В СОСТОЯНИИ ДИСБИОЗА

Е.В. СКВОРЦОВ*, Риш.С. МУХАММАДИЕВ, Рин.С. МУХАММАДИЕВ,  
Л.Р. ВАЛИУЛЛИН, Ю.М. ТРЕМАСОВ, А.М. ТРЕМАСОВА

Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Федеральный центр токсикологической, 
радиационной и биологической безопасности» (ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ»), Казань

В результате добавок в корм лабораторных крыс антибиотика линкомицина в кишечнике крыс был стимулирован дисбиоз, 
приводивший к значительному увеличению количества Clostridium difficile и Staphylococcus aureus. Было проанализировано 
влияние корма, содержавшего лактозу и целлюлозу, на количество бактерий кишечной микрофлоры в состоянии дисбиоза. 
Исследовано также влияние этой углеводной диеты на рост массы тела крыс. При этом было показано, что углеводная ди-
ета изменяла микробный баланс в сторону доминирования нормальной кишечной микрофлоры. Это вызывало значительное 
уменьшение общей кишечной бактериальной массы и замедление роста массы тела животных.

Ключевые слова: микробное сообщество кишечника, линкомицин, дисбиоз, углеводная диета.
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Введение

Научно обоснованное применение антибиотиков 
в ветеринарии является оптимальным подходом для 
контроля и лечения бактериальных инфекций. Это необ-
ходимо для поддержания эффективности антибиотиков, 
предотвращения распространения антибиотикорези-
стентных бактерий и попадания таких бактерий в пищу 
человека. К тому же антибиотики плохо всасываются в 
кишечнике, поэтому большая их часть попадает в фека-
лии, что приводит к загрязнению почвы и окружающей 
среды [7, 9].

Применение антибиотиков вызывает дисбаланс 
кишечной микрофлоры, которая играет решающую роль в 
защите кишечника, обеспечивая устойчивость к колони-
зации и инфицированию патогенными организмами [14]. 
Нередко применение антибиотиков вызывает увеличение 
количества Clostridium difficile. Недавние оценки пока-
зывают, что в США каждый год инфекции C. difficile 
уносят жизни около 14000 человек и требуют более мил-

лиарда долларов медицинских расходов [3, 11]. Лечение 
антибиотиками является ключом как к инициации, так и 
к терапии инфекций C. difficile. Исследования в Европе 
показали, что 92% пациентов с диагнозом инфекции 
C. difficile сообщили об использовании антибиотиков в 
течение предыдущих 3 месяцев, причем цефалоспорины 
третьего поколения и линкомицин наиболее сильно кор-
релировали с последующей инфекцией C. difficile [4, 12].

В настоящем исследовании для генерации дисбио-
за нами был применен линкомицин [13]. Цель работы: 
исследование влияния углеводной диеты на линкомицин- 
ассоциированный дисбиоз кишечника крыс.

При анализе состава кишечной микрофлоры ис-
ходили из того, что содержание бактерий, а значит, и 
их генов, в помете пропорционально их количеству в 
кишечнике. Определяли количество генов бактерий ме-
тодом полимеразной цепной реакции в реальном времени 
(ПЦР-РВ).

Материалы и методы

Объект исследования. Объектом исследования 
были белые беспородные крысы-самцы массой 123±11 г 
в начальном возрасте 8 недель. Содержание, питание, 
уход за животными и выведение их из эксперимента 
осуществляли в соответствии с требованиями «Правил 
проведения работ с использованием экспериментальных 
животных» (Приложение к приказу МЗ СССР от 
12.08.1977 № 755).
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Стимуляция дисбиоза. Опытную группу, состо-
явшую из 10 крыс-самцов кормили ячменем и вводили 
перорально линкомицин в растворе с помощью зонда из 
расчета в сутки 60 мг/кг массы тела крысы. Введение 
линкомицина продолжалось 14 дней (9- и 10-недельный 
возраст). Контрольную группу, состоявшую из 10 крыс, 
кормили ячменем, но без линкомицина.

Углеводная диета. На 15-й день эксперимента 
опытная группа была переведена на углеводный корм. 
Углеводный корм готовили смешиванием равных масс 
лактозы и микрокристаллической целлюлозы. Смесь 
гранулировали. Содержание на углеводном рационе 
продолжалось 14 дней (11- и 12-я недельный воз-
раст). Рацион контрольной группы оставался без 
изменений. Количества корма в рационах приведены 
в таблице 1.

Таблица 1 
Количество корма и антибиотиков

Возраст, 
недели

Контрольная 
группа Опытная группа
Ячмень 

грамм/сутки
Ячмень 

грамм/сутки
Линкомицин
мг/кг×сутки

9 20 20 60 

10 20 20 60

11 20

Углеводный корм
грамм/сутки

20

12 20 20

ПЦР реального времени с флуоресцентной де-
текцией. ДНК выделяли с помощью набора реактивов 
«ДНК-сорб-В» (Интерлабсервис, Россия). В пробирки 
вносили по 100 мг усредненной пробы помета и 300 мкл 
лизирующего раствора, перемешивали и выдерживали 
5 минут при 65 °С, периодически перемешивая. Далее 
центрифугировали пробирку на микроцентрифуге 5 мин 
при 13,5 тыс. об./мин и использовали для экстракции 
ДНК надосадочную жидкость, которую переносили в 
новую пробирку и вносили в нее по 25 мкл сорбента. 
Перемешивали на вортексе, ставили в штатив на 2 мин, 
еще раз перемешивали и оставляли в штативе на 5 мин. 
Сорбент осаждали в пробирках при 10 тыс. об/мин. в 
течение 30 секунд. Надосадочную жидкость удаляли. 
ДНК, находящиеся на сорбенте, промывали 2 раза 
промывочными растворами. Далее осадок сорбента вы-
держивали при 65 °С в течение 10 мин для подсушивания. 

Затем в пробирки вносили по 50 мкл ТЕ-буфера для 
растворения ДНК. Суспензию сорбента в ТЕ-буфере 
в пробирках перемешивали и помещали в термостат при 
65 °С на 5 мин, периодически перемешивая. Потом про-
бирки центрифугировали 1 мин при 13,5 тыс. об./мин. 
Супернатант содержал растворенные, очищенные ДНК, 
готовые к ПЦР-РВ.

Содержание ДНК бактерий микрофлоры в пробах 
определяли набором «Колонофлор» (Альфалаб, Россия). 
Содержание ДНК бактерий кишечника выражали в lg 
ГЭ/г кала – в десятичных логарифмах ген-эквивалентов 
в 1 грамме кала.

Для ПЦР-РВ применяли амплификатор 
«CFX96» («Bio-Rad», США) с флуоресцентной де-
текцией.

Измерение рН каловых проб. Для измерения рН 
проб кал усредняли перемешиванием в фарфоровой ступ-
ке. Далее к 10 г усредненной пробы кала добавляли 10 мл 
дистилированной воды, перемешивали и измеряли рН.

Статистическая обработка. Показатели 
определяли в трех повторностях. Полученные данные 
приведены в виде средних арифметических проанали-
зированных повторов и их стандартных ошибок. Для 
обработки данных использовали программу Microsoft 
Excel. Достоверность различий сравниваемых средних 
арифметических величин устанавливали, применяя 
t-тест Стьюдента; при p<0,05 различия признавали 
значимыми.

Результаты

Содержание ДНК бактерий в кале опытной груп-
пы крыс до и после 2-недельного перорального введения 
линкомицина и контрольной группы представлено на 
рисунке 1.

В кале опытной групппы, принимавшей линкоми-
цин, на 14-е сутки определено повышенное количество 
общей бактериальной массы 14,8±0,8 lg ГЭ/г. Между 
тем содержание типичных представителей микрофлоры 
E. coli, Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. у опытной 
группы на 14-е сутки было меньше контрольной группы, 
но в норме (см. рис. 1). На 14-е сутки, в конце приема 
линкомицина в кале опытной группы было большое ко-
личество Bacteroides fragilis group – 13,9±0,7 lg ГЭ/г 
и S. aureus – 14,4±0,5 lg ГЭ/г, большое содержание 
C. difficile – 9,4±0,9 lg ГЭ/г.

На 15-й день эксперимента опытная группа была 
переведена на углеводную диету. Содержание на угле-
водной диете продолжалось 14 дней.
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	 а	 б
Рис. 1а, б. Изменение количества бактерий кишечника при приеме линкомицина. Данные получены методом ПЦР-
РВ, детекция – флуоресцентная (на левом (а) и правом (б) графиках приведены данные у разных видов бактерий)

    
	 а	 б
Рис. 2а, б. Изменение количества бактерий кишечника при приеме углеводного корма, при линкомицин-ассоциированном 
дисбиозе. Данные получены методом ПЦР-РВ, детекция –флуоресцентная (на левом – а – и правом – б – графиках 
приведены данные у разных видов бактерий)

Рис. 3. Изменение рН кала лабораторных крыс в ходе 
эксперимента

Рис. 4. Рост массы тела крыс в процессе эксперимента
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Углеводная диета приводила к резкому снижению 
общей бактериальной массы в фекалиях до 8,1±0,5 lg 
ГЭ/г, что значительно меньше в сравнении с контроль-
ной группой (рис. 2). Уменьшалось содержание всех бак-
терий кишечной микрофлоры, но уменьшение количества 
Lactobacillus spp. до 7,6±0,3 lg ГЭ/г и Bifidobacterium 
spp. до 7,2±0,3 lg ГЭ/г можно считать незначительным 
в сравнении с уменьшением количества других иссле-
дованных бактерий. Количество E. coli уменьшалось 
до 5,1±0,3 lg ГЭ/г. Содержание B. fragilis group под 
воздействием углеводной диеты также снижалось до 
6,2±0,5 lg ГЭ/г, и стало значительно ниже контроля. 
Содержание патогенных микробов C.difficile и S. aureus 
уменьшалось значительно: C. difficile – до 5,1±0,3 lg 
ГЭ/г, S. aureus – до 4,2±0,6 lg ГЭ/г.

В ходе эксперимента проводилось ежедневное из-
мерение рН усредненных проб кала опытной и контроль-
ной групп крыс (рис. 3). В начале эксперимента значение 
рН кала было 6,52±0,11. Начиная с 4-го дня приема 
линкомицина, отмечено повышение рН кала опытной 
группы крыс. На 13-й день рН кала достигло значения 
7,6±0,13, в это время значение рН кала контрольной 
группы составляло 6,4±0,11.

После перевода опытной группы крыс на углеводную 
диету, на 15-й день эксперимента значение рН кала опытной 
группы крыс стало снижаться. Снижение значения рН 
продолжалось до окончания эксперимента на 28-й день. 
В конце эксперимента значение рН кала опытной группы 
составляло 5,5±0,10. При этом значение показателя рН 
кала контрольной группы в ходе эксперимента практически 
не менялось и находилось в диапазоне 6,2–6,5.

На рисунке 4 приведены графики роста массы 
тела крыс экспериментальной и контрольной групп. 
Привес крыс опытной группы отставал от привеса крыс 
контрольной группы как при кормлении линкомицином, 
так и при кормлении углеводной диетой. В конце экс-
перимента средняя масса тела крыс контрольной группы 
была 279±4,8 г, тогда как средняя масса тела животных 
экспериментальной группы составляла 195±4,9 г. 

Обсуждение

Исследование показало, что воздействие линко-
мицина на микрофлору кишечника вызывает дисбиоз с 
сильным увеличением количества патогенных C. difficile 
и S. aureus. Инфекция C. difficile считается основной 
причиной колита [1] и поэтому очень опасна.

Полученные нами результаты подтвердили недав-
ние исследования, которые показали, что неправильное 

использование антибиотиков приводит к снижению чис-
ленности основных видов кишечных микроорганизмов и 
доминированию в кишечнике патогенных бактерий [6], 
в том числе C. difficile [2, 5, 8, 10].

Содержание ДНК бактерий в помете контрольной 
группы, корма которой не содержали линкомицин, за вре-
мя эксперимента практически не менялось, что говорит 
о том, что возникший в кишечнике экспериментальной 
группы дисбиоз является следствием применения анти-
биотика – линкомицина.

Далее нами было исследовано влияние углеводной 
диеты, содержавшей лактозу и микрокристалическую 
целлюлозу в равных количествах, на дисбиотическую 
микрофлору кишечника крыс. Результаты исследова-
ния продемонстрировали, что углеводная диета привела 
к резкому снижению общей кишечной бактериальной 
массы. В конце эксперимента общая бактериальная масса 
снизилась до 8,1±0,5 lg ГЭ/г, что значительно меньше в 
сравнении с контрольной группой (см. рис. 2), где этот 
показатель составил 12,7±0,4 lg ГЭ/г. Уменьшение 
количества микрофлоры кишечника вызвано дефицитом 
необходимых веществ в углеводной диете, необходимых 
для размножения бактерий, в частности, полным от-
сутствием азота и фосфора. Уменьшилось содержание 
всех бактерий кищечной микрофлоры, но уменьшение 
количества Lactobacillus spp. и Bifidobacterium spp. было 
незначительным в сравнении с другими бактериями. Это 
может быть объяснено тем, что эти два рода бактерий 
наиболее приспособлены к ассимиляции лактозы. Со-
держание патогенных микробов C. difficile и S. aureus 
значительно уменьшилось. Таким образом, углеводная 
диета за 14 дней изменила микробный баланс в сторону 
доминирования нормальной кишечной микрофлоры 
Bifidobacterium spp. и Lactobacillus spp. и резкому умень-
шению количества патогенов C. difficile и S. aureus. Но 
при этом углеводная диета привела к резкому снижению 
общей бактериальной массы и уменьшению количества 
всех бактерий кишечной микрофлоры.

Измерение рН проб кала крыс в процессе приема 
линкомицина установило увеличение рН кала опытной 
группы крыс в сравнении с контрольной. В последний 
день приема линкомица показатель рН усредненной 
пробы кала опытной группы крыс составлял 7,6±0,13, 
а рН кала контрольной группы составлял 6,4±0,11 (см. 
рис. 3).

На 15-й день эксперимента, после перевода опытной 
группы крыс на углеводную диету, значение показателя рН 
кала опытной группы крыс стало снижаться. Снижение 
значения рН кала опытной группы продолжалось до окон-

Е.В. Скворцов и др., с. 24–30
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чания эксперимента. В конце эксперимента на 28-й день 
значение рН кала опытной группы составляло 5,5±0,10. 
Показатель рН кала контрольной групп в ходе экспери-
мента практически не менялся, и в конце эксперимента на 
28-й день значение рН кала крыс контрольной группы 
было 6,3±0,11. Слабокислый показатель рН усредненной 
пробы кала обеспечивается нормальной микрофлорой, 
прежде всего, лактобактериями и бифидобактериями, 
которые в результате углеводной диеты оказались пре-
обладающими микроорганизмами в кишечнике. Они 
вырабатывают кислые метаболиты – главным образом 
молочную кислоту из лактозы, уменьшая рН в кишечнике. 
И таким образом лактобактерии и бифидобактерии соз-
дают неблагоприятные условия для условно-патогенных и 
патогенных микроорганизмов, при которых они не могут 
размножаться. Поэтому клостридии и стафилококки в 
конце эксперимента составляли всего около 1% от коли-
чества бифидобактерий и лактобактерий.

Однако привес крыс опытной группы, содер-
жавшихся на углеводной диете, был ниже, чем у крыс 
контрольной группы. Причем, в конце кормления лин-
комицином средняя масса тела крыс экспериментальной 
группы была меньше на 4,5% в сравнении с контроль-
ной, а в конце эксперимента после углеводной диеты 
была меньше на 18,4%. Это свидетельствует о том, что 
углеводная диета не решает все проблемы. И хотя она 
изменила микробный баланс в сторону доминирования 
нормальной кишечной микрофлоры Bifidobacterium spp, 
и Lactobacillus spp., однако вызвала резкое снижение 
общей кишечной бактериальной массы, по причине дефи-
цита необходимых для роста кишечных бактерий веществ 
в углеводной диете. Также в углеводной диете нет белков, 
фосфора и других веществ, необходимых для роста крыс. 
Все это в конечном итоге привело к отставанию в росте 
массы тела крыс опытной группы, в сравнении с крысами 
контрольной группы.

Заключение

Таким образом, методом ПЦР-РВ нами было про-
анализировано влияние корма, содержавшего лактозу и 
целлюлозу, на количество основных кишечных бактерий в 
состоянии дисбиоза. Исследовано влияние этой углевод-
ной диеты на рост массы тела крыс. Исследования по-
казали, что углеводная диета, хотя и изменила микробный 
баланс в сторону доминирования нормальной кишечной 
микрофлоры, но привела к резкому уменьшению общей 
кишечной бактериальной массы и к замедлению роста 
массы тела крыс.
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INFLUENCE OF CARBOHYDRATE DIET ON INTESTINAL MICROFLORA  
IN RATS IN THE STATE OF DYSBIOSIS 
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L.R. VALIULLIN, Yu.M. TREMASOV, A.M. TREMASOVA
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As a result of the addition of the antibiotic lincomycin to the food of laboratory rats, dysbiosis was stimulated in the intestines 
of rats, leading to a significant increase in the number of Clostridium difficile and Staphylococcus aureus. We analyzed the effect of 
food containing lactose and cellulose on the number of bacteria in the intestinal microflora in a state of dysbiosis. The effect of this 
carbohydrate diet on weight gain in rats was also investigated. It was shown that the carbohydrate diet changed the microbial balance 
towards the dominance of normal intestinal microflora. This caused a significant decrease in the total intestinal bacterial mass and a 
slowdown in the growth of animals body mass. 
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РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ВЫДЕЛЕНИЯ ИМБРИЦИНА  
ИЗ КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ STREPTOMYCES IMBRICATUS
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Данная статья посвящена разработке технологии выделения и очистки антибиотика немедицинского назначения имбри-
цина из культуральной жидкости Streptomyces imbricatus. Имбрицин является перспективным антибиотиком для применения 
в сельском хозяйстве, пищевой промышленности и в борьбе с микоповреждениями бумаги ввиду широкого спектра противо-
грибкового действия, а также ряда других положительных качеств, в том числе экологической безопасности.
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Введение

Имбрицин является представителем группы 
противогрибковых неполиеновых макролидных антибио-
тиков немедицинского назначения [1]. Продуцентом им-
брицина является актиномицет Streptomyces imbricatus. 
Рассматривая возможности применения имбрицина, 
следует выделить ряд его положительных свойств, таких 
как стабильность, высокая биологическая активность, 
широкий спектр противогрибкового действия, низкая 
токсичность, а также легкая и быстрая деградация до 
нетоксичных соединений, практически не оставляющих 
ядовитых остатков в окружающей среде [4].

Имбрицин может быть использован в сельском 
хозяйстве, потому что оказывает фунгицидное действие 
в отношении ряда фитопатогенных грибов [1, 14], герби-
цидное действие на некоторые виды сорных растений [1], 
а также стимулирует защитные функции и выступает од-
ним из регуляторов роста сельскохозяйственных культур. 
Перспективным с точки зрения экологии направлением 
является применение антибиотиков немедицинского 
назначения в качестве биоцидов для борьбы с мико-
повреждениями бумаги. Антибиотики в данном случае 
выступают как альтернатива препаратам, получаемым 
химическим синтезом [11]. Показана возможность при-
менения для этих целей имбрицина как в индивидуальном 

виде, так и в композиции с другими противомикробны-
ми препаратами [2, 9, 10]. Высокая противогрибковая 
активность, стабильность, нетоксичность и нелетучесть 
имбрицина позволяют использовать его в качестве кон-
серванта в пищевой промышленности [6–8]. 

Несмотря на то, что имбрицин был впервые 
выделен еще в 1960-х годах [13], в настоящее время 
отсутствуют производства, занимающиеся выпуском 
субстанции этого антибиотика. Однако описанные 
выше свойства имбрицина и широкие возможности его 
практического применения свидетельствуют о перспек-
тивности разработки технологии, одной из важнейших 
стадий которой представляется выделение имбрицина 
из культуральной жидкости.

Цель настоящего исследования состоит в разра-
ботке технологии выделения имбрицина из культураль-
ной жидкости Streptomyces imbricatus. В задачи работы 
входили изучение распределения имбрицина между 
мицелием и нативным раствором в культуральной жид-
кости Streptomyces imbricatus, изучение фильтрационных 
характеристик культуральной жидкости, подбор условий 
и осуществление процессов экстракции, выпаривания, 
кристаллизации и сушки для получения субстанции 
имбрицина.

Материалы и методы

Для получения имбрицина в данной работе ис-
пользовали штамм Streptomyces imbricatus ЛИА-0112, 
полученный из музея культур микроорганизмов кафедры 
биотехнологии Санкт-Петербургского государственного 
химико-фармацевтического университета. Предвари-
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тельно подготовленный посевной материал вносили в оп-
тимизированную питательную среду № 135: кукурузная 
мука – 40 г/л, соевая мука – 20 г/л, глюкоза – 50 г/л, 
рН=7,2–7,4, объем среды – 30 мл. Ферментацию про-
водили в колбах объемом 750 мл, установленных на кача-
лочную платформу, при частоте оборотов 200–220 мин-1 
в течение 4 суток (96 ч) и температуре 26–28 °С. 

По окончании процесса культивирования осу-
ществляли фильтрацию культуральной жидкости на 
нутч-фильтре, состоящем из вакуумного насоса Microsart 
(Sartorius), колбы Бунзена и воронки Бюхнера. Для улуч-
шения фильтрационных характеристик культуральной 
жидкости и коагуляции белковых примесей проводили 
предварительную обработку следующими методами: 
тепловая коагуляция (выдерживание культуральной 
жидкости при температуре 40 °С в течение 15 мин); 
кислотная коагуляция (выдерживание культуральной 
жидкости при рН=4,0–4,5 в течение 15 мин); обра-
ботка полиэлектролитом (использовали полиэлектролит  
АВ-17, обработку проводили при постоянном переме-
шивании на шейкере Certomat MO II – Sartorius – в 
течение 30 мин); обработка неорганическими электро-
литами (использовали соли CaCl2 и Na3PO4, обработку 
проводили при постоянном перемешивании на шейкере 
Certomat MO II –Sartorius – в течение 30 мин). Опре-
деляли величины общего сопротивления фильтрации 
и динамической вязкости культуральной жидкости в 
каждом из методов, а также содержание антибиотика в 
нативном растворе и мицелии после их разделения.

Имбрицин выделяли из мицелия методом экс-
трагирования. В качестве экстрагентов использовали: 
этиловый и изопропиловый спирты, ацетон и диметил-
формамид (ДМФА) в концентрациях 50, 65, 80, 100% 
при соотношении объёмов фаз экстрагента и мицелия 1:1, 
1:2, 1:3, 1:4, продолжительности процесса 15, 30, 45, 60 
мин и температуре 20–22 °С. В экстрактах определяли 
содержание антибиотика. 

Концентрирование экстракта имбрицина прово-
дили под вакуумом при температуре 40–42 °С. В полу-
ченном концентрате определяли содержание имбрицина.

Концентрат имбрицина выдерживали 2–3 ч при 
температуре 4–5 °С и периодическом перемешивании. 
По прохождении этого времени полученные кристаллы 
отделяли на нутч-фильтре, промывали холодным аце-
тоном и высушивали в течение 24 ч при температуре 
22–25  °С. Во всех партиях получаемой субстанции 
определяли удельную активность имбрицина.

Содержание (активность, А, мкг/мл) имбрицина 
в нативном растворе, мицелии, экстрактах и концентрате 

определяли по методике, описанной в [3], включающей в 
себя экстракцию имбрицина из исследуемого материала 
65% изопропиловым спиртом и определение оптической 
плотности полученного раствора на спектрофотометре 
СФ-2000 (ООО «ОКБ Спектр») при длинах волн 240 
и 270 нм. В качестве раствора сравнения использовали 
96% этиловый спирт. Удельную активность нистатина в 
субстанции определяли химическим (спектрофотометри-
ческим) и биологическим методами [3, 5].

Проведена статистическая обработка всех экс-
периментальных данных, в разделе «Результаты и 
обсуждение» указаны значения с соответствующими 
доверительными интервалами, рассчитанными по кри-
терию Стьюдента. Все эксперименты проводились не 
менее, чем в трех повторностях. Для подтверждения 
воспроизводимости и достоверности результатов рас-
считывали стандартное отклонение среднего результата и 
контрольный критерий однородности выборки. Значение 
доверительной вероятности составило 0,95.

Результаты и обсуждение

Для осуществления процесса выделения имбри-
цина из культуральной жидкости необходимо было вы-
яснить, где преимущественно локализуется антибиотик: 
в нативном растворе или мицелии. Результаты исследо-
вания представлены на рисунке 1.

Рис. 1. Распределение имбрицина между нативным 
раствором и мицелием

Показано, что имбрицин преимущественно на-
капливается в мицелии (87% от всего количества анти-
биотика).

Культуральная жидкость представляет собой 
сложную, многокомпонентную, плохо фильтруемую си-
стему переменного состава. В связи с этим для улучшения 
фильтрационных характеристик был проведен сравни-
тельный анализ различных методов предварительной об-
работки культуральной жидкости (тепловая коагуляция, 
кислотная коагуляция, с использованием неорганических 
электролитов и полиэлектролита). Результаты экспери-
ментов представлены в таблице 1.



33

Таблица 1
Влияние методов предварительной обработки  

на фильтрационные характеристики культуральной 
жидкости

№ 
п/п Вид обработки

Динамиче-
ская вязкость 
культуральной 

жидкости,
Па∙с∙103

Общее сопро-
тивление процесса 

фильтрации,
1/м

1 Без обработки 4,02±0,27 (1,446±0,098)∙1014

2 Тепловая коагу-
ляция 3,67±0,31 (1,938±0,086)∙1013

3 Кислотная 
коагуляция 3,91±0,33 (1,305±0,091)∙1014

4
Обработка не-
органическими 
электролитами

3,97±0,21 (1,274±0,079)∙1014

5 Обработка по-
лиэлектролитом 3,92±0,32 (1,351±0,096)∙1014

Установлено, что большинство методов предва-
рительной обработки не дает значительного снижения 
времени фильтрации культуральной жидкости. Однако 
эффективным методом оказалась тепловая коагуляция в 
течение 15 минут при температуре 40 °С, позволившая 
снизить сопротивление фильтрации на 1 порядок. Актив-
ность имбрицина в мицелии после проведения тепловой 
коагуляции и фильтрации составила 18870±346 мкг/г.

Изучение процесса экстрагирования имбрици-
на из мицелия. В качестве экстрагентов для выделения 
имбрицина из мицелия были выбраны этиловый спирт, 
изопропиловый спирт, диметилформамид и ацетон. Од-
нако в начале проведения экспериментов было установле-
но, что граница пропускания ДМФА – 260 нм, ацетона 
– 320 нм [12], что препятствует определению антибио-
тика в экстракте спектрофотометрическим методом, так 
как он подразумевает измерение оптической плотности 
раствора при 240 и 270 нм. Поэтому использование этих 
двух растворителей в качестве экстрагентов оказалось 
невозможным. Результаты исследований представлены 
на рисунке 2. 

 

Рис. 2. Зависимость содержания имбрицина в экс-
тракте от используемого экстрагента

Из этого рисунка видно, что наиболее эффектив-
ным экстрагентом является 65% раствор изопропилового 
спирта (A=3224±157 мкг/мл).

Результаты исследований по подбору соотношения 
объёмов мицелия и экстрагента приведены на рисунке 3.

Рис. 3. Зависимость содержания имбрицина в экс-
тракте от соотношения объемов фаз

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
оптимальным соотношением объемов фаз мицелия и 
экстрагента является 1:3, так как при дальнейшем уве-
личении объема экстрагента происходит разбавление 
целевого продукта при незначительном повышении вы-
хода, что значительно усложняет процесс дальнейшего 
концентрирования антибиотика.

Рис. 4. Кинетика процесса экстракции имбрицина из 
мицелия

Исследование кинетики процесса экстракции им-
брицина из мицелия (рис. 4) показало, что оптимальная 
продолжительность процесса составляет 30 мин. Дальней-
шее увеличение длительности экстрагирования не оказы-
вает существенного влияния на выход целевого продукта.

Для проведения процесса кристаллизации по-
лученные экстракты упаривались в 2,5–3 раза (А= 
5051±384 мкг/мл).

Кристаллизация имбрицина из упаренного 
раствора и сушка кристаллов. В полученных партиях 
субстанции антибиотика была определена удельная ак-
тивность двумя методами (химическим и биологическим), 
которая составила 855±33 мкг/мг. Результаты пред-
ставлены в таблице 2.

И.А. Красовицкая и др., с. 31–36
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Таблица 2
Удельная активность различных партий  

субстанции имбрицина

Номер партии Удельная активность , мкг/мг
Химический метод Биологический метод

1 892,2±21,2 873,1±28,2
2 866,3±16,1 841,3±30,2
3 883,1±25,2 850,1±35,1

Среднее значение 880,5±20,8 854,8±31,2

Общий выход имбрицина по предлагаемой техно-
логии составил 30 %.

Заключение

1.	 Установлено, что имбрицин преимущественно 
локализуется внутри клеток продуцента (87% от общего 
количества антибиотика).

2.	Показано, что наиболее эффективным методом 
предварительной обработки культуральной жидкости 
является тепловая коагуляция при температуре 40 °С 
в течение 15 мин, позволяющая снизить сопротивление 
фильтрации на 1 порядок ((1,938±0,086)∙1013 1/м). 

3.	Установлено, что наиболее эффективным экс-
трагентом является 65% водный раствор изопропилового 
спирта. Оптимальные условия проведения экстракции: 
соотношение фаз – 1:3, продолжительность процесса – 
30 минут.

4.	Определена удельная активность полученной 
субстанции имбрицина химическим и биологическим 
методами. Средняя величина удельной активности со-
ставляет 854,8±31,2 мкг/мг.

5.	Общий выход имбрицина в процессе выделения 
и очистки по предлагаемой схеме составил 30%.
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This work is devoted to the development of technology for the isolation and purification of the non-medical antibiotic imbricin 
from the culture fluid of Streptomyces imbricatus. Imbricin is a promising antibiotic for use in agriculture, the food industry and in 
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ГОТОВОЙ ПИЩЕВОЙ ПРОДУКЦИИ  

ПО МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИМ ПОКАЗАТЕЛЯМ
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Проведен микробиологический анализ готовых пищевых продуктов в нормируемом объеме. Исследовано 232 про-
бы продуктов, выявлено 53,9% не соответствующих санитарно-гигиеническим требованиям. В структуре бактерий группы 
кишечной палочки доминировали: Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp. и Сitrobacter spp. Осуществлена оценка 
микробного пейзажа пищевых продуктов в 25 г. В исследуемых пробах обнаружены условно-патогенные бактерии, которые 
при определенных условиях могут значительно снижать качество пищевой продукции и становиться источником бактериальных 
и токсикоинфекций.
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Введение

Питание является одним из важнейших факто-
ров, определяющих здоровье населения. Качественное 
сбалансированное питание способствует профилактике 
заболеваний, повышению работоспособности, созда-
ет условия для адекватной адаптации к окружающей 
среде. Ведущее место в санитарно-бактериологических 
исследованиях занимают продовольственное сырье и 
пищевые продукты [9]. Основными документами, регла-
ментирующими процессы производства (изготовления), 
хранения, перевозки (транспортирования), реализации и 
утилизации пищевой продукции, являются технические 
регламенты Таможенного союза (ТР ТС). На предпри-
ятиях, согласно ТР ТС, при осуществлении процессов 
производства пищевой продукции изготовитель должен 
разработать, внедрить и поддерживать процедуры, ос-
нованные на принципе ХАССП: от англ. сокр. HACCP 
– Hazard Analysis and Critical Control Points (Анализ 
опасностей и критические контрольные точки) [1]. Си-
стема ХАССП – общепризнанная в мировом масштабе 

система, предусматривающая систематическую иденти-
фикацию, оценку и управление опасными факторами, 
существенно влияющими на безопасность продукции.

Одним из важнейших критериев, характеризу-
ющих качество и безопасность пищевых продуктов 
и продовольственного сырья, служит нормирование 
микробиологических показателей. С целью обеспе-
чения санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в РФ проводится регулярный мониторинг 
показателей качества пищевой продукции. По данным 
ежегодных статистических отчетов Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека, за период 2013–2018 гг. 
произошло снижение доли проб пищевой продукции, 
не соответствующей гигиеническим нормативам по 
микробиологическим показателям: с 4,59% в 2013 
году до 3,88% в 2018 году [3]. Основными группами 
продуктов питания неудовлетворительного качества 
по микробиологическим показателям отмечены следу-
ющие: мясо и мясные продукты, молоко и молочные 
продукты, продукция детского питания [4]. Известно, 
что бактерии, контаминирующие пищевые продукты 
и сырье, принадлежат к признанным возбудителям 
острых кишечных инфекций и бактериальных пищевых 
отравлений.

Цель исследования – оценить качество готовой 
пищевой продукции по микробиологическим показате-
лям. 
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Материалы и методы

Для проведения микробиологического мониторинга 
качества и безопасности пищевой продукции были ис-
следованы пробы из столовых, кафе, пищеблоков детских 
дошкольных и лечебно-профилактических организаций. 
Объектами микробиологического исследования послужили 
133 образца готовых кулинарных изделий, 55 проб молока и 
молочных продуктов и 44 – кондитерских изделий. Отбор 
образцов проводили в соответствии с требованиями: ГОСТ 
26809.1-14, ГОСТ 26809.2-14, ГОСТ 31904-12, про-
боподготовка – согласно ГОСТ 26669-85. Гомогенизация 
пищевых продуктов с целью их дальнейшего качественного 
и количественного анализа осуществлялась с помощью из-
мельчителя Stomacher. Все микробиологические показатели 
определяли путем посева нормируемой массы продукта или 
серийных разведений продукта в жидкие селективные среды 
с дальнейшим пересевом на дифференциальные среды и вы-
делением чистой культуры [10]. Количество мезофильных 
аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов 
(КМАФАнМ) определялось на микробиологическом экс-
пресс-анализаторе БакТрак 4300, принцип действия которо-
го основан на регистрации изменения электрического импе-
данса питательной среды в пробе. Посев жидкого продукта 
или разведений навески проводили глубинным методом на 
питательный агар. Вычисление количества микроорганизмов 
проводили по ГОСТ 26670-91, МУК 4.2.2578-2010. Ис-
следования проб готовой кулинарной продукции и кондитер-
ских изделий осуществляли в соответствии с нормативными 
документами: ГОСТ 31747-2012, ГОСТ 31746-2012, 
ГОСТ 10444.12-2013, ГОСТ 30726-2001, безопасность 
оценивалась по ТР ТС 021/2011 «Технический регламент о 
безопасности пищевой продукции». Пробы молока и молоч-
ной продукции изучались по ГОСТ: 10444.15-1994, 32901-
2014, 31746-2012, 33566-2015; безопасность оценивалась 
по ТР ТС 033/2013 «О безопасности молока и молочной 
продукции». Бактериальные культуры идентифицировались 
с помощью настольного времяпролетного масс-спектрометра 
с матричной лазерной десорбцией MALDI-TOF Biotyper 
MicroFlex (Bruker, Германия). Подсчет КМАФАнМ 
молока и молочных продуктов проводили с помощью авто-
матического счетчика колоний Flash & Go (Испания). 

Результаты и обсуждение

Важно подчеркнуть, что исследуемые виды 
пищевой продукции перед употреблением не требуют 
дальнейшей термической обработки. Выявлено, что 
53,9% исследованных проб в объеме, установленных 

методической документацией, не отвечали санитарно-ги-
гиеническим требованиям. Преобладающее большинство 
составили готовые кулинарные изделия, в кондитерских 
изделиях – значительно меньший удельный вес (рис. 1).

Рис. 1. Распределение не соответствующих санитарно-
гигиеническим требованиям проб по видам продукции 
(%)

Большинство несоответствий составили об-
разцы, содержащие бактерии группы кишечной па-
лочки (БГКП), – более 50%, четверть проб – по  
КМАФАнМ, около 5% – дрожжи, плесени и 
Staphylococcus aureus. Показатель КМАФАнМ харак-
теризует общее содержание микроорганизмов (бактерии, 
дрожжи, плесневые грибы), численность которых может 
свидетельствовать о качестве продукта и степени его 
обсемененности. Следовательно, контроль на всех тех-
нологических этапах позволяет оценить, как меняется 
качество после тепловой обработки, не претерпевает ли 
продукт повторного загрязнения после термообработки, 
во время фасовки и хранения [11]. Известно, что БГКП 
являются индикатором санитарно-гигиенического состоя-
ния производства и указывают на вероятное загрязнение 
сырья, используемого при производстве пищевой про-
дукции [6], в то время как бактерии S. aureus вызывают 
пищевые интоксикации. В свою очередь, многие виды 
плесневых грибов способны вызывать заболевания с 
пищевым путем передачи. Рост плесеней сопровождается 
резким ухудшением качества продуктов (плесневением, 
гниением и другими видами порчи), а также может приво-
дить к накоплению токсических метаболитов-микотокси-
нов, обладающих гепатотоксическим, нефротоксическим 
и канцерогенным действием [7]. Анализируя результаты 
исследований, необходимо отметить, что в нормируемом 
объеме среди не соответствующих требованиям проб 
структура выявленных БГКП в большинстве процентов 
случаев представлена Enterobacter spp. (рис. 2). Бактерии 
рода Enterobacter, в свою очередь, включены в группу 
колиформ как индикаторы качества пищевой продукции.
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Рис. 2. Структура обнаруженных БГКП в нормиру-
емом объеме (%)

Также были обнаружены единичные бактерии се-
мейства Enterobacteriaceae: Pantoea аgglomerans, Pantoea 
septica, Enterobacter cancerogenus, Leclercia adecarboxylata, 
Raoultella planticola, которые не входят в состав показателя 
БГКП по ферментации лактозы на среде Гисса. По дан-
ным литературы, L. adecarboxylata чаще всего выделяют 
как часть смешанного микробного роста [15]. 

В исследованных пробах пищевых продуктов, со-
ответствующих и не соответствующих требованиям, иден-
тифицировались все выросшие микроорганизмы, как в 
нормируемом объеме, так и в объеме 25 г. Структура проб, со-
ответствующих требованиям нормативной документации, но 
содержащая сопутствующие условно-патогенные бактерии, 
была представлена: Bacillus spp. – 33,6%, БГКП – 28,2%, 
Enterobacter spp. – 19,6%, Enterococcus spp. – 6,5%, нефер-
ментирующие грамотрицательные бактерии – 12,1%. Также 
параллельно с ростом санитарно-показательных бактерий в 
нормируемом объеме и не соответствующих требованиям, 
высевались споровые грамположительные бактерии Bacillus 
subtilis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis и неферментиру-
ющие грамотрицательные бактерии Acinetobacter baumannii, 
Pseudomonas monteilii, Pseudomonas aeruginosa. Необхо-
димо подчеркнуть, что порчу белоксодержащих продуктов 
вызывают преимущественно бактерии родов Eschеrichia, 
Pseudomonas, Bacillus, Proteus, дрожжи рода Candidа [13]. 
В сыром молоке наиболее часто встречаются бактерии рода 
Pseudomonas, которые продуцируют термоустойчивые липо-
литические и протеолитические ферменты, выдерживающие 
пастеризацию [8]. В свою очередь, употребление в пищу 
продуктов, контаминированных бактериями Bacillus cereus, 
при определенных условиях может вызывать у человека 
широкий спектр заболеваний, включающих в себя пищевые 
токсикоинфекции с преобладающим диарейным синдромом 
[14]. Регулирование температуры хранения пищи важно для 
предотвращения распространения микроорганизмов.

Подытоживая, следует указать на то, что пищевые 
продукты, соответствующие нормативно-методической до-

кументации, но контаминированные условно-патогенными 
бактериями в большем объеме от нормируемого, могут пред-
ставлять опасность для детей и лиц с заболеваниями желудоч-
но-кишечного тракта [12]. Известно, что условно-патогенные 
бактерии E. сoli, бактерии родов Klebsiella, Citrobacter, En-
terobacter, попадая в пищеварительный тракт взрослых людей, 
по-разному проявляют свою жизнеспособность: у детей через 
3 часа с момента контаминации отмечается интенсивное раз-
множение бактерий, что способствует быстрому развитию 
бактериальной токсикоинфекции. Помимо этого, они могут 
участвовать в передаче генов, кодирующих антибиотикоре-
зистентность, что приводит к дальнейшему распространению 
устойчивых штаммов, в результате чего в среде обитания по-
являются новые возбудители с повышенной агрессивностью 
[6]. Биологическая опасность продуктов питания – это 
серьезная проблема пищевой промышленности, поскольку 
она тесно взаимосвязана с большинством вспышек болез-
ней, передаваемых через пищевые продукты [5]. Следует 
отметить, что минимальные нарушения условий хранения и 
транспортировки готовой пищевой продукции способствуют 
его порче, что в итоге приводит к значительному снижению 
качества. Оценка микробиологического риска базируется на 
достоверной научной информации о патогенном потенциале 
и механизмах выживаемости семейства Enterobacteriaceae – 
наиболее значимых возбудителей пищевых токсикоинфекций. 
При этом надо отметить, что указанные бактерии обладают 
множеством факторов патогенности, среди которых ведущую 
роль играют адгезивная активность, факторы персистенции 
и продукции энтеротоксинов [2].

Заключение

Таким образом, результаты микробиологических 
исследований готовой пищевой продукции показали, что 
более половины исследованных образцов не соответствовали 
санитарно-гигиеническим нормативам: больший процент 
этих образцов составили кулинарные изделия. Анализируя 
представленные данные, нужно подчеркнуть, что обеспе-
чение населения качественной готовой пищевой продук-
цией является неотъемлемой частью укрепления здоровья 
населения. На сегодняшний день в соответствии с ФЗ 
№ 52 «О санитарно-эпидемиологическом благополучии 
населения» и СП 1.1.1058-01 «Организация и проведение 
производственного контроля за соблюдением санитарных 
правил и выполнением санитарно-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий» на предприятиях пи-
щевой продукции необходимо проводить в должной мере 
комплекс мероприятий по соблюдению санитарных правил 
и гигиенических нормативов, направленных на организацию 
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контроля за качеством и безопасностью. Важнейшими прин-
ципами производственного контроля неизменно должны 
быть мониторинг и оценка рисков здоровья населения. 
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A microbiological analysis of of finished food products in a standardized volume was carried out. 232 product samples were 
examined, 53.9% were found that did not meet sanitary and hygienic requirements. In the structure of bacteria, the E. coli group was 
dominated by: Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp. and Citrobacter spp. The assessment of the microbial landscape 
of food products in 25 g was carried out. In the studied samples, conditionally pathogenic bacteria were found, which, under certain 
conditions, can significantly reduce the quality of food products and become a source of bacterial and toxic infections.
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ВОЗМОЖНЫЙ МЕХАНИЗМ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ БАКТЕРИОЦИНОВ  
С ЧУВСТВИТЕЛЬНЫМИ КЛЕТКАМИ БАКТЕРИЙ

Э.А. СВЕТОЧ, В.И. СУРОВЦЕВ, В.М. БОРЗЕНКОВ*

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии»,  
Оболенск, Московская обл.

На основании анализа литературы и собственных данных предложена гипотеза механизма взаимодействия бактериоцинов 
с чувствительными бактериальными клетками. У белковых бактериоцинов (бактериолитических ферментов) этот механизм 
включает в себя три стадии: связывание с образованием комплекса Михаэлиса, каталитический акт, выход фермента из зоны 
реакции. У неферментных белков и пептидных бактериоцинов он состоит из двух стадий: связывания и эффекторной реакции. 
Решающее значение в обоих случаях играет связывание, обусловленное гидрофобностью и комплементарностью. При сильном 
связывании и тот, и другой процесс заканчивается гибелью чувствительной клетки. 
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Широкое использование антибиотиков в медицин-
ской и ветеринарной практике, а также других отраслях 
хозяйственной деятельности привело к появлению болезнет-
ворных бактерий с лекарственной резистентностью. Поэтому 
поиск и изучение механизма действия новых высокоактивных 
антимикробных веществ, эффективных против полирези-
стентных бактерий, представляют собой актуальную задачу. 
Такими веществами являются бактериоцины – обширная 
группа белковых веществ (ферментов, неферментных белков, 
пептидов), альтернативных традиционным антибиотикам и 
секретируемых многими видами бактерий [5, 10]. Пептидные 
бактериоцины, в отличие от традиционных пептидных анти-
биотиков, являются продуктами рибосомального синтеза (и, 
конечно, ферменты и неферментные белки). 

В чем же преимущество бактериоцинов по сравне-
нию с традиционными антибиотиками, почему этой группе 
веществ уделяется столько внимания? По некоторым дан-
ным, бактериоцины нереактогенны и нетоксичны по срав-
нению с традиционными антибиотиками, а их эффективное 
действие на чувствительные клетки в сотни раз выше, чем 
у традиционных антибиотиков (данные авторов [3, 12]). 

Единой классификации бактериоцинов пока не 
существует. Согласно одной, принимаемой многими 

исследователями, бактериоцины разделяют на три 
класса [8]:

1.	 Пептидные бактериоцины с молекулярной мас-
сой 3–5 кДа, содержащие лантионин и несколько других 
необычных аминокислот.

2.	Пептидные бактериоцины с молекулярной мас-
сой 5–9 кДа, не содержащие необычных аминокислот.

3.	Неферментные белки и ферменты, из которых 
наиболее известны энтеролизин, лизостафин и лизоцим. 
Лизоцим синтезируется не только клетками бактерий, но 
и клетками животных и человека.

Предлагаемая гипотеза взаимодействия бактери-
оцинов с чувствительными клетками должна ответить 
на ряд вопросов:

1.	 Как и почему бактериоцины взаимодействуют 
с чувствительными клетками?

2.	Почему некоторые бактериоцины действуют на 
клетки бактерий только одного или нескольких близко-
родственных видов, тогда как другие – взаимодействуют 
с клетками широкого ряда видов, причем среди них могут 
быть как грамположительные, так и грамотрицательные?

3.	Почему бактериоцины убивают чувствительные 
клетки бактерий гораздо эффективнее, чем традиционные 
антибиотики?

4.	Как и почему происходит гибель чувствитель-
ных клеток под действием бактериоцинов?

Белковые бактериоцины (энтеролизин, лизоста-
фин, лизоцим) являются бактериолитическими фермен-
тами. Механизм их действия и эффективность вполне 
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ясны. Решающую роль во взаимодействии ферментных 
бактериоцинов с рецепторными белками на поверхности 
чувствительных клеток играет специфическое связывание 
фермента с субстратом («Лучшее связывание – лучший 
катализ!»). Далее происходит каталитический акт и вы-
ход фермента (белкового бактериоцина) из зоны реакции. 
Затем цикл повторяется. 

Пептидные бактериоцины действуют в мембран-
ном бислое чувствительных клеток. Так как подавляющее 
число бактериоцинов является катионными пептидами, 
то связывание может происходить по месту наибольшего 
отрицательного ионного заряда чувствительной клетки. 
Такими местами являются фосфатные «головы» липи-
дов. Но это взаимодействие обратимо из-за высокой 
диэлектрической постоянной воды. Следовательно, 
практически необратимое связывание может быть 
лишь с другими компонентами мембран – белками. 
Поскольку это межмолекулярное взаимодействие не 
только сильное, но и специфичное, то на бактериоцине 
должен существовать участок («активный центр»), обе-
спечивающий связывание с рецептором бактериальной 
клетки. На белке-рецепторе чувствительной клетки тоже 
должен существовать соответственно специфический, 
связывающийся с «активным центром» бактериоцина, 
участок. Само связывание в случае пептидного и не-
ферментного бактериоцинов с рецептором, как и в случае 
взаимодействия фермента с субстратом, должно быть 
комплементарным. Связывание является преимуще-
ственно гидрофобным, поскольку ионные связи слабы, 
комплексы с переносом заряда у белков также слабы и не 
дают сильной дополнительной полосы поглощения, как 
классические комплексы [2]. Водородные связи не могут 
быть определяющими из-за конкуренции водородных 
связей воды. Таким образом, специфическое связывание 
имеет определяющее значение, как для белковых, так и 
пептидных бактериоцинов.

На важную роль гидрофобности при связывании 
бактериоцина указывают данные работы Fimland G. et 
al. (2002) [7]. В этой работе был использован пептид-
ный бактериоцин, имеющий в своем составе три остатка 
триптофана (обычно – не более одного). Три-33 ока-
зался существенным для проявления активности этого 
бактериоцина. При замене его гидрофобными остатками 
лейцина или фенилаланина активность почти не изме-
нялась. При замене же более гидрофильным тирозином 
она уменьшалась в 10–20 раз, а при замене остатком 
аргинина – в 500–1000 раз. Замена три-18 и три-41 
любой, гидрофильной или гидрофобной аминокислотой 
приводила к практически полной потере активности. Ав-

торы называют эти остатки триптофана «уникальными». 
Вероятно, они входят в состав «активного центра» бакте-
риоцина, и их замена ведет к потере комплементарности 
и как результат – к потере активности.

Биологически активные пептидные бактериоцины 
первого класса, имеющие молекулярную массу 3–5 кДа 
и необычные аминокислоты в своем составе, также явля-
ются продуктами рибосомального синтеза, но не могут, 
как и высокомолекулярные белковые бактериоцины, 
синтезироваться на рибосомах и образуются посттран-
сляционно. По-видимому, это не случайно. «Активный 
центр» гораздо легче сформировать пептиду с большей, 
вплоть до 9 кДа, молекулярной массой; поэтому бактери-
оцины второго класса не имеют в своем составе необыч-
ных аминокислот, и они гораздо многочисленнее, чем 
бактериоцины первого класса. У бактериоцинов первого 
класса число обычных аминокислотных остатков весьма 
ограничено, и для прочного и специфичного связывания с 
белком-рецептором чувствительных клеток у них, как мы 
полагаем, и появились необычные аминокислоты. Таким 
образом, специфическое связывание имеет определяю-
щее значение, как для белковых, так и для пептидных 
бактериоцинов.

Поскольку стехиометрически при сильном связы-
вании один «активный центр» бактериоцина приходится 
на один участок связывания белка-рецептора мембран-
ного бислоя чувствительной клетки, то для гибели всей 
популяции клеток достаточно наномолярных концентра-
ций бактериоцина. Поэтому пептидные бактериоцины и 
белковые неферментные гораздо эффективнее традици-
онных антибиотиков [1]. 

Аминокислотные замены в участке связывания бел-
ка-рецептора бактериальной клетки с «активным центром» 
бактериоцина могут приводить к уменьшению чувстви-
тельности (константы связывания) и даже к полной ее по-
тере. Если специфический участок связывания существует 
у мембранного белка-рецептора клеток только одного 
вида, то он «уникален». Соответствующий бактериоцин 
будет действовать на клетки только этого вида. Если такой 
же или близкий к нему по первичной структуре участок 
связывания имеется у клеток другого вида (или видов), то 
все они будут взаимодействовать с этим бактериоцином, 
причем среди них могут быть и грамположительные [4], 
и грамотрицательные [6]. Так, в исследовании [1] был 
использован рекомбинантный бактериоцин («авицин»), 
природным продуцентом которого является Enterococcus 
avium. Авицин сильно связывается с клетками Listeria 
monocytogenes, а также (слабее) – с Streptococcus faecalis. 
Но оказалось, что авицин взаимодействует и с клетками 
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Escherichia coli АТСС 25932, так же, как и с клетками 
S. faecalis. С клетками E. coli С600 этот бактериоцин 
связывался слабо, а с клетками трех других штаммов E. 
coli практически не взаимодействовал. 

Согласно предлагаемой нами гипотезе, у клеток E. 
coli АТСС 25932 участок связывания белка-рецептора 
такой же (или близкий), как у клеток S. faecalis, а у дру-
гих штаммов E. coli, по мере увеличения количества замен 
в аминокислотной последовательности белка-рецептора, 
связывание слабеет и затем практически исчезает. 

Гибель чувствительных клеток бактерий про-
исходит различным образом в зависимости от бел-
ка-рецептора, с которым связывается бактериоцин. 
Например, в результате связывания может изменяться 
конформация белка-рецептора с образованием пор, 
которые сохраняются при латеральном движении ком-
понентов мембранного бислоя. После образования пор 
проницаемость мембраны нарушается, что приводит к 
гибели клетки. Гибель клетки происходит так же, если 
белком-рецептором является белок в мембранном бислое, 
выполняющий важную для жизнедеятельности клетки 
функцию, например, регуляторную, транспортную [9] 
или ферментативную [11]. Известно, что при взаимодей-
ствии авицина с клеткой L. monocytogenes таким белком 
являлась маннозо-трансфераза. Для гибели популяции 
этих чувствительных клеток достаточно было исполь-
зовать авицин в концентрации 3,3 нM [1]. 

Итак, при взаимодействии белковых и пептидных 
бактериоцинов с микробной клеткой-мишенью решающую 
роль играет сильное специфическое связывание, обеспечи-
ваемое комплементарностью и имеющее преимущественно 
гидрофобный характер. После связывания у ферментных 
бактериоцинов происходит каталитический акт, а после 
связывания пептидных и белковых неферментных бактери-
оцинов – эффекторная реакция. В обоих случаях процесс 
заканчивается гибелью чувствительной клетки. 
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POSSIBLE MECHANISM OF INTERACTION OF BACTERIOCINS  
WITH SENSITIVE BACTERIAL CELLS

E.A. SVETOCH, V.I. SUROVTSEV, V.M. BORZENKOV

The State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow region

Based on the analysis of the literature and our own data, a hypothesis of the mechanism of interaction of bacteriocins with 
sensitive bacterial cells is proposed. In protein bacteriocins (bacteriolytic enzymes), this mechanism includes three stages: binding with 
the formation of the Michaelis complex, a catalytic act, and the release of the enzyme from the reaction zone. In non-enzymatic proteins 
and peptide bacteriocins, it consists of two stages: binding and an effector reaction. Binding due to hydrophobicity and complementarity 
is critical in both cases. With strong binding, both the one and the other process ends with the death of the sensitive cell.
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Address:
Borzenkov V.M., Ph.D.
Senior Researcher, State Scientific Center for Applied Microbiology 
and Biotechnology, Obolensk, Moscow region
E-mail: vmborzenkov@mail.ru

Для цитирования:
Светоч Э.А., Суровцев В.И., Борзенков В.М. Возможный механизм взаимодействия бактериоцинов с чувстви-
тельными клетками бактерий. Вестник биотехнологии и физико-химической биологии им. Ю.А. Овчинникова 
2021; 17(3):42–45.

For citation:
Svetoch E.A., Surovtsev V.I., Borzenkov V.M. Possible mechanism of interaction of bacteriocins with sensitive 
bacterial cells. Bulletin of Biotechnology and Physicochemical Biology named after Yu.A. Ovchinnikov 2021; 17(3):
42–45 (in Russian).

Э.А. Светоч и др., с. 42–45



46

ОБЗОРЫ

УДК 577.355.3

ФОТОЭЛЕКТРИЧЕСКИЕ ЯЧЕЙКИ НА ОСНОВЕ ФОТОСИСТЕМЫ II  
ДЛЯ ПРОДУКЦИИ ВОДОРОДА
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Фотосистема II (ФСII) эффективно расщепляет воду за счет энергии света. В обзоре рассмотрены подходы к кон-
струированию фотоэлектрических ячеек на основе ФСII для продукции водорода. Рассматриваются различные подходы 
к иммобилизации ФСII как в гелях, так и на твердых подложках. Освещены искусственные и белковые катализаторы для 
продукции водорода на катоде. Особое внимание уделено подбору медиаторов, обеспечивающих эффективное сопряжение 
процессов на аноде и катоде, приведены различные варианты Z-схемы. Помимо схем с электрохимическим сопряжением 
фотореакции также представляют интерес системы с прямым переносом электронов по молекулярным проводам. В статье 
также рассмотрены основные ограничения для гибридного фотосинтеза и возможные подходы к их разрешению.
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Введение 

Солнечная энергетика за последние десятилетия 
сделала большой скачок вперед. В лабораторных ус-
ловиях удалось достичь уровня конверсии солнечной 
энергии на уровне 46% для мультикаскадных элементов 
на основе элементов III и V групп, которые, впрочем, яв-
ляются слишком дорогими по сравнению с кремниевыми 
элементами. Также перспективными являются элементы, 
сенсибилизированные красителями, эффективность 
которых растет [51]. Существенным недостатком сол-
нечных панелей является необходимость использования 
дорогостоящих аккумуляторов и резервных источников 
питания. Использование топливных элементов позволяет 
совместить в себе преимущества высокой энергетической 
емкости жидкого и газового топлива с высоким КПД и 
экологичностью аккумуляторов. 

Одними из наиболее разработанных топливных 
элементов являются водородные топливные ячейки. При 
этом 96% получаемого водорода производится из невоз-
обновляемых природных ресурсов [50], что ставит вопрос 
о степени его экологичности. Производство водорода 
из биомассы не отличается высокой эффективностью. 
Одним из подходов к получению экологичного водо-

рода является его продукция электролизом воды за счет 
энергии солнечного света. Фотоэлектролиз состоит из 
нескольких процессов: захват фотонов для окисления 
воды (LH – light harvest), окисление молекулы воды 
с образованием кислорода (OER – oxygen evolution 
reaction), образование молекулы водорода (HER – 
hydrogen evolution reaction). В кислород-продуцирующих 
организмах, таких как цианобактерии, водоросли и рас-
тения, присутствует фотосистема II (ФСII), которая 
обеспечивает эффективное окисление двух молекул воды 
за счет четырех фотонов. Для образования молекулярного 
водорода из протонов и электрона также нужна энергия, 
которая может быть обеспечена фотонами или внешним 
напряжением. Наиболее распространенным подходом 
является пространственное разделение расщепления 
воды и образования водорода. Это может быть сделано 
за счет использования протон-проводящих мембран. 
Помимо ФСII, в роли фотоокислителя воды могут быть 
использованы соединения на основе ванадата висмута, 
диоксида титана и других [47].

Для эффективной фотопродукции водорода при 
комнатной температуре необходимо сопряжение не-
скольких процессов: генерация электрон-дырочной пары 
за счёт энергии фотона, отщепление электрона и протона 
от молекулы воды на каталитическом центре, образование 
O-O связи, образование молекулярного водорода (рис. 
1). При этом фотосистема II эффективно сопрягает ге-
нерацию электрон-дырочных пар в реакционном центре 
с процессами водоокисления на марганцевом кластере и 
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окислением пластохинона в сайте QB. Уровень конверсии 
поглощенной энергии на начальном этапе фотосинтеза 
достигает 50% [6]. Соответственно для продукции водо-
рода нужно добиться эффективного переноса электрона 
с пластохинона и протонов с марганцевого кластера на 
катализатор (платина, гидрогеназа), на котором будет 
происходить продукция водорода. Серьезным недостат-
ком такого подхода является малое время жизни ФСII 

при активном освещении. Несмотря на это, ячейки на 
основе изолированных ФСII служат хорошим стендом 
для проектирования твердотельных систем. Помимо 
ячеек на основе ФСII, также проектируют и исследуют 
биогибридные ячейки с целыми клетками, тилакоидами, 
мембранными фрагментами цианобактерий, водорослей 
и растений, а также реакционными центрами фотосин-
тезирующих бактерий (см. обзор [28]).

Рис. 1. Слева: общая схема гибридной ячейки для фотоэлектрохимической продукции водорода, справа: Z-схема 
переноса электронов, E[В] vs NHE. Пространство между фотоанодом и катодом разделено протон-проводящей 
мембраной. В качестве ФС I используют различные полупроводники с шириной запрещенной зоны больше 0,9 В.  
В качестве H2 азы могут использоваться как иммобилизованные гидрогеназы, так и искусственные катализаторы

Количество энергии, запасенной в водороде, мож-
но оценить по удельной теплоте сгорания: при сгорании 1 
моля водорода выделяется 248,1 кДж, что соответствует 
энергии 2,6 эВ на одну молекулу водорода. Процесс рас-
щепления воды можно разложить на две полуреакции:

H O = 2H + 1
2

O +2e2
+

2
-
	 (1)

2H +2e  = H+ -
2 	 (2)

Первая реакция протекает на фотосистеме II в 
четыре этапа: на 1 молекулу кислорода приходится 4 
фотона с энергией 1,8 эВ или 3,6 эВ на одну молекулу 
воды (G – 2,2 эВ, эффективность ФСII ≈ 60% без 
учета энергии электронов, запасенной в бензохиноновых 
переносчиках). Во второй реакции энергия Гиббса со-
ставляет 0,45 эВ (в нейтральной среде при концентрации 
водорода 0,5 ppm). Для получения плотностей тока в 1 
мА/см2 напряжение на катоде должно составлять около 
-0,5 В vs NHE при использовании [NiFeSe] гидрогеназы 
[27], в то время как редокс-потенциал пластохинона в 
мембране составляет 0,01 В vs NHE [6], а при исполь-
зовании водорастворимого медиатора потенциал будет 
составлять 0,35 В vs NHE (для 2,6-дихлор-бензохи-
нона (DCBQ), который наиболее часто используется 

в гибридных системах). Таким образом, для переноса 
электронов с медиатора на протон с выделением водо-
рода необходима разность потенциалов порядка 0,85 В.

Кроме потерь внутри фотосистемы, также необ-
ходимо учитывать, что спектр поглощения ФСII пред-
ставлен двумя узкими полосами 430 нм и 678 нм (пики 
хлорофилла). В живых клетках спектр ФС расширяется 
за счет антенных комплексов. Использование ФС с внеш-
ними антенными комплексами может увеличить уровень 
захваченной энергии. На данный момент существуют 
способы выделения ФСII комплексов вместе с антенными 
комплексами [35]; кроме того, возможно использование 
так называемых BBY: мембранных фрагментов ФСII, 
выделение которых менее трудоемко. При использовании 
слабо концентрированных растворов ФСII без антенных 
комплексов доля захвата захваченных фотонов составляет 
примерно 30%, что ограничивает общий уровень конвер-
сии энергии 15% (LCC – light to chemical conversion). 

Фотосистема II

ФСII – несравнимо более сложная структура по 
сравнению со своими полупроводниковыми аналогами. 
ФСII состоит из следующих функциональных частей: 
собственного антенного комплекса (CP 43 и СP 47), реак-
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ционного центра (D1, D2 белки и специальные пигменты), 
водоокислительного кластера, цитохрома C550 и других 
белков, выполняющих структурную и защитные функции. 
Структура ФСII обеспечивает несколько функций: эффек-
тивную передачу возбуждения на реакционный центр, рас-
щепление воды, продукцию кислорода, пространственное 
разделение протона и электрона, устранение обратного тока 
электронов [9]. Структура ФСII была получена методами 
криоэлектронной микроскопии [12] и рентгеновской диф-
ракции с разрешением до 1,9 Å [42]. 

На данный момент хорошо описаны процессы 
переноса энергии в ФСII (рис. 2). Возбужденный 
электрон переходит с P680 на феофетин, затем на пер-
вичный пластохинон QA, а с него на QB через негемовое 
железо. После отщепления электрона P680+ становится 
окислительным кофактором с редокс-потенциалом более 
1 В vs NHE. Данный радикал восстанавливается за счет 
электронов марганцевого кластера.

Рис. 2. Схема переноса электронов от марганцево-
го кластера к сайту связывания QB. Изображение 
получено с помощью ChimeraX из структуры ФСII 
Thermosynechococcus vulcanus, PDB 3WU2

В качестве доноров электронов для ФСII высту-
пают две молекулы воды, от которых на марганцевом 
кластере последовательно отщепляются четыре протона. 
Марганцевый кластер Mn4CaO5 располагается в лю-
менальной части ФСII. Разрешение в 1,9 Å позволило 
определить строение марганцевого кластера [42], кото-
рый имеет асимметричную структуру «перекошенного 
стула», а также указать связанные с комплексом лиганды.

Водоокисляющий кластер работает по циклу, состо-
ящему из пяти состояний Si (цикл Кока [15, 19]), при этом 
кислород выделяется при переходе из S4 в S0. Механизмы 
работы марганцевого кластера пока однозначно не опре-

делены. На текущий момент выдвигаются две концепции. 
Согласно внешней концепции, атомы марганцевого кластера 
не покидают его, а образование молекулярного кислорода 
происходит из атомов кислорода, связанных с Mn4 и Ca. Со-
гласно внутренней концепции, в образовании O2 участвует 
атом кислорода, связанный в S0 состоянии с атомами Mn4 и 
Mn3. Исследователи ищут альтернативу ФСII, недостатком 
которой является низкая стабильность (в живых клетках 
постоянно идет репарация D1 субъединицы ФСII). 

За последние десятилетия были созданы разные 
катализаторы для эффективного окисления воды [53]. 
Гетерогенные катализаторы на данный момент наиболее 
эффективны для практических приложений. С другой 
стороны, гомогенные катализаторы привлекают возмож-
ностями модификации и исследования механизмов. Кроме 
того, представляют интерес молекулярные катализаторы, 
иммобилизованные на поверхности или включенные в со-
став металлоорганических каркасных структур (MOF), 
что повышает их стабильность и возможность восста-
новления. После обнаружения каталитических свойств 
у [bpy2H2O-RuORuH2Obpy2]4+ [11] было найдено 
большое количество рутениевых OER катализаторов, 
особенно за последнее десятилетие. Новые катализаторы 
на основе Ru демонстрируют активность, сравнимую с 
марганцевым кластером ФСII [7]. В работе [30] удалось 
связать катализаторы на основе Ru c CdS, что потенциаль-
но позволит создать искусственный аналог ФСII. Также 
ведутся разработка и исследование молекулярных катали-
заторов на основе иридия и распространенных в земной 
коре элементов первой строки переходных металлов, таких 
как марганец, железо, медь, никель и медь.

Проектирование более эффективных молекуляр-
ных катализаторов требует понимания деталей механизма 
окисления воды. Для получения данных о катализаторах 
применяются разнообразные экспериментальные методы: 
масс-спектрометрия, электрохимический анализ и рентгено-
структурные методы. Данные методы дают ценную инфор-
мацию о структуре, редокс-потенциале и степени окисления 
металлов, участвующих в образовании O-O связи. Однако 
затруднительно получить целостную картину о каталитиче-
ском цикле из экспериментов, особенно сложно получить 
данные о структуре и энергетике промежуточных соединений. 
Квантовые вычисления позволяют преодолеть некоторые 
ограничения для дополнения экспериментальной работы [22].

Значительные усилия направлены на создание 
моно- и мультиядерных марганцевых комплексов, спо-
собствующих продукции кислорода. В 2014 году был 
синтезирован и описан моноядерный марганцевый ком-
плекс [Mn(H2O)2{Py2N(tBu)2}]

2+ (Py=pyridyl), спо-
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собный к электрохимическому катализу при потенциале 
1,3 В в водном растворе при pH=12 [20]. Несмотря на 
значительный прогресс в дизайне OER катализаторов, 
ФСII на данный момент является наиболее совершенной 
системой для фотоокисления воды. Эффективный пере-
нос электронов от ФС II к HER катализаторам зависит 
от используемого электронного переносчика.

В тилакоидных мембранах акцептором электронов 
является пластохинон. Пластохинон имеет три стабильных 
конфигурации: Q, Q- и QH2. При этом хинон в состоянии 
Q- прочно связывается с сайтом связывания QB, а другие 
формы свободно его покидают. После протонирования ато-
мов кислорода дипольный момент OH группы становится 
направленным против моментов лигандов /D His 214 и Phe 
261, что, возможно, приводит к выталкиванию пластохино-
на из сайта и замене на новый из мембранного пула.

При использовании искусственных переносчиков 
механизм переноса заряда может меняться. При этом 
DCBQ частично протонируется только по одному концу 
(pKa (HQ-)=7,24, pKa(H2Q)=3,34, pKa(HQ)=0,49). 
Кроме того, DCBQ может отрывать электроны вне сайта 
связывания Qb. Альтернативой DCBQ могут являться 
2,6-диметилбензохинон (DMBQ) и 2,3,6-триметилбен-
зохинон (TMBQ). DMBQ использовался в работе [21] 
в паре с феррицианидом калия (FeCy), который часто 
используется в качестве конечного акцептора электронов 
при измерении активности ФСII. DMBQ имеет более 
низкий редокс-потенциал по сравнению с DCBQ (0,24 
В и 0,35 В vs NHE соответственно). С другой сторо-
ны, DCBQ, в отличие от DMBQ и TMBQ, остается в 
окисленном состоянии заряженной молекулой, что может 
увеличивать скорость диффузии (табл. 1). 

Таблица 1 
Редокс-потенциалы, В vs NHE и константы диссоциации бензохинонов [14]

Соединение [Q/Q–] [Q–/Q2–] [HQ/HQ–] [Q, H+/HQ–] [Q, 2H+/H2Q]
pKa,1 pKa,2 pKa,3

[HQ–] [H2Q] [HQ]
pBQ 0,10 0,02 0,45 0,40 0,69 11,40 9,85 4,10

DMBQ -0,09 -0,10 0,24 0,26 0,55 11,81 9,98 6,05
TMBQ -0,21 -0,19 0,16 0,16 0,49 12,18 11,04 6,10
DCBQ 0,39 0,35 0,75 0,58 0,68 7,24 3,34 0,49

На данный момент не опубликовано эксперимен-
тальной работы со сравнением всех медиаторов в одних 
условиях. Известно, что p-бензохинон (pBQ) показы-
вает более низкую активность по сравнению с DCBQ, 
что, по-видимому, вызвано слишком высокой аффин-
ностью pBQ к сайту связывания QB [44]. Избыточное 
связывание ингибирует перенос заряда и активирует 
альтернативные пути переноса электронов в ФСII [1]. 
В гибридных ячейках электроны, захваченные от ФСII, 
переносятся медиаторами к аноду, а затем за счет ЭДС 
или фото-ЭДС переносятся на катод, на котором про-
исходит восстановление протонов до молекулярного 
водорода.

HER катализ

Эффективность продукции водорода напрямую за-
висит от катализатора на поверхности катода. Это могут 
быть платина, сложные комплексы, такие как металл-
органические каскадные системы (MOF-metal organic 
framework) [5], наночастицы [54] или гидрогеназы [43]. 
Активность катализатора зависит от температуры, pH, 
эффективной площади поверхности (или количества 

сайтов связывания в случае MOF и гидрогеназ). Кроме 
того, дизайн пор в MOF и гидрогеназах также влияет 
на диффузию, что существенно влияет на реальную 
активность.

В настоящей обзорной статье будут рассмотре-
ны наиболее эффективные катализаторы из каждого 
класса соединений. При этом необходимо учитывать, 
что корректное сравнение может быть выполнено 
только при одинаковых условиях (pH, температура, 
состав среды); поэтому экстраполяция характеристик 
катализатора на другие условия может оказаться не 
вполне корректной. Среди характеристик HER ис-
пользуют коэффициент Тафеля, число оборотов (TOF, 
количество молей продукта на моль катализатора в 
секунду), перенапряжение при фиксированном токе 
в 10 мА см-2 (@10 мА см-2). 

Равновесный потенциал на катоде зависит от 
активности ионов гидроксония aH+, концентрации мо-
лекулярного водорода [H2] и температуры T, согласно 
уравнению Нернста:

E =E + RT
2F

+ln(
(a )
[H ]

)0
'

0
H

2

2

+

, 

И.А. Доронин и др., с. 46–59
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где E0 – стандартный водородный потенциал.
Электрокаталитические реакции, описываются с 

помощью уравнений Батлера – Фолмера:

j j
c t
c

nF
RT

c t
c

nF
RT
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( ) 



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 −
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η
α

η



 ,

где η = −E E0
'  перенапряжение,  – коэффициент 

переноса, c1 и c2 — концентрации субстрата и продукта 
реакции соответственно. При малых обратных токах токи 
описываются уравнением Тафеля

b j
j

lg ,
0









 =η  

где b – константа Тафеля, которая может быть 

выражена как 
2 3, RT
nFα

. Для HER/HOR реакций эф-

фективная константа Тафеля зависит от типа катализа-
тора и от режима протекания реакции [36]. Так, констан-
та Тафеля зависит от доли занятых сайтов связывания , 
которая, в свою очередь, зависит от перенапряжения. 
Это вызвано тем, что процесс образования (разложения) 
водорода проходит в два этапа: потенциал-зависимая 
адсорбция протонов на поверхности катализатора (реак-
ция Фолмера), реакция образования молекулярного 
водорода из адсорбированных на поверхности атомов 
водорода (реакция Тафеля) или потенциал- зависимая 
десорбция (реакция Хейровского). 

Реакция Фолмера:

H O + M + e MH + H O3
+ -

2

 (в кислых средах)

H O + M + e MH + OH2
-


−  (в нейтральных и 

щелочных)
Реакция Хейровского:

MH + H O + e H3
+ -

2 (в кислых средах)
MH + H O + e H  + OH2

-
2

-
  (в нейтральных и 

щелочных)
Реакция Тафеля:
2MH H2

В зависимости от наиболее медленной стадии полу-
чаются различные зависимости тока от перенапряжения 
[37]:

-	 Фолмера: I nFAk a fVolmer H
= −( )+ exp α η ,

-	 Хейровского:

I nFA
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a k f k
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-	 Тафеля:
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где k и k-1 – скорости прямой и обратной реакций, 
f=F/RT. Таким образом, при нормальных условиях 
и =0,5 константы Тафеля равны ≈30, 40 и 120 мВ. 
Соответственно по значению константы Тафеля можно 
оценить, какая реакция является узким местом. 

Наиболее низкая константа Тафеля регистрируется 
при продукции водорода ограниченной реакцией Тафеля 
≈30 мВ. Такими характеристиками в кислых средах 
обладают платина и некоторые другие катализаторы. В 
случае MOF и гидрогеназы определяющими стадиями 
являются реакция Фолмера или Хейровского.

Уровень каталитический активности во многом 
определяется энтальпией связывания иона водорода с 
катализатором GH. Наилучшую активность, согласно 
принципу Сабатье, показывают соединения, у которых 
значение GH близко к нулю. Среди чистых металлов 
наиболее высокую каталитическую активность демон-
стрируют платина и палладий. При этом графитизи-
рованные наночастицы углерода, покрытые платиной 
(20% Pt/C), уже применяются в топливных элементах 
и служат эталоном для сравнения, демонстрируя вы-
сокую активность. Уменьшение размера наночастиц 
позволяет увеличить эффективную каталитическую 
площадь поверхности, однако, как было показано [40], 
каталитическую активность демонстрируют грани Pt, 
а не ребра; поэтому при уменьшении размеров меньше 
2 нм активность начинает снижаться. Наночастицы 
рутения являются менее дорогой альтернативой плати-
не. При этом наночастицы рутения, связанные в слоях 
C2N (Ru@C2N), показывают высокую активность и 
стабильны в широком диапазоне pH [24], что важно для 
использования в гибридных системах. 

Вместо благородных металлов в качестве ка-
тализаторов могут использоваться соединения пере-
ходных металлов. Их активность в порядке убывания 
Ni>Mo>W>Fe>Cu [54]. В последние десятилетия 
получены катализаторы на основе переходных металлов с 
активностью, сравнимой с 20% Pt/C. При этом в зави-
симости от лигандов GH соединения активность может 
становиться близкой к нулю. Так, высокую активность 
демонстрируют наностержни никеля, покрытые NiP2. 
Дополнительное покрытие наностержней рутением по-
зволило получить активность, близкую к коммерческому 
20% Pt/C [23]. Неплохую активность демонстрируют 
наночастицы Ni-Cu, заключенные в монослоях графена. 
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Рекордную активность демонстрируют наносплавы нике-
ля, молибдена и кислорода, но при этом они отличаются 
крайне низкой стабильностью.

Помимо наночастиц, разработаны HER ката-
лизаторы на основе MOF (подробный обзор [5]). 
Среди стабильных MOF катализаторов можно вы-
делить несколько с константой Тафеля меньше 90 
мВ. 3D MOF на основе ферроценилдифосфатов и 
4,4’ бипиридиновых лигандов (3D NibpyfcdHp и 3D 
CobpyfcdHp) демонстрируют неплохую стабильность 
и константу Тафеля на уровне 60 мВ для Ni и 65 мВ – 
для Co в 0,5M H2SO4 [18]. Интерес также представ-
ляют соединения гексаиминогексаазатринафталина 
(HAHATN), в которых атомы переходных металлов 
связаны двумя и четырьмя N-группами. При этом 
максимальную активность также демонстрируют Ni-
соединения Ni3(Ni3HAHATN)2 (константа Тафеля 
45,6 мВ в 0,1 М KOH) [13]. Каскадная структура об-
ладает крупными шестиугольными порами, облегчаю-
щими диффузию к каталитическим сайтам NiN2. Пере-
напряжение в 10=0,12 В делает Ni3(Ni3HAHATN)2 
перспективным катализатором для использования в 
гибридных ячейках для продукции водорода. Ni также 
входит в состав некоторых гидрогеназ.

Гидрогеназы способны как разлагать (HOR), так 
и продуцировать водород. Их различают по металлам, 
входящим в реакционный центр: [Fe], [FeFe], [NiFe]. 
При этом в анаэробных организмах также экспресси-
руется [NiFeSe] гидрогеназа. Также гидрогеназы от-
личаются по TOF продукции и разложения водорода, 
по толерантности к кислороду и CO, а также по рас-
положению внутри клетки.

Гидрогеназы легко поддаются адсорбции на по-
верхности электродов по сравнению со многими фермент-
ными системами, что позволяет использовать методы 
электрохимии белковой пленки. В качестве электрода 
используют пиролитический графит или другой электро-
активный материал [37].

В отличие от ФСII, активность гидрогеназы мо-
жет быть исследована электрохимическими методами 
без применения медиаторов. Структура гидрогеназ хо-
рошо исследована (PDB 1CC1, кислород-толерантная 
[NiFeSe] гидрогеназа из D. baculatum); ведутся также 
исследования, направленные на создание кислород-
устойчивых модификаций [8].

Гидрогеназа состоит из двух субъединиц. Большая 
субъединица содержит реакционный центр, в то время 
как малая субъединица обеспечивает ток электронов с 
помощью трех железно-серных кластеров.

[FeFe] гидрогеназы представлены в прокариотах 
и, в отличие от [NiFe], в эукариотах. Между собой они 
отличаются аминокислотным составом и набором Fe-S 
кластеров. Водоросли продуцируют водород при серном 
голодании с помощью [FeFe] гидрогеназ при отсутствии 
света. Недостатком использования [FeFe] гидрогеназ 
является их чувствительность к кислороду, что делает 
невозможным их использование в сочетании с ФСII в 
одном реакторе. Использование протон-селективной 
мембраны позволяет устранить эту проблему.

По сравнению с [FeFe] гидрогеназами, которые 
окисляются необратимым образом, [NiFe] гидрогеназы 
способны выходить из неактивной фазы Ni-B в актив-
ную фазу Ni-SIa. Наиболее часто в водород-продуци-
рующих фотоэлектрохимических ячейках используют 
[NiFeSe]-гидрогеназу из Desulfomicrobium baculatum 
[29, 31, 33, 52], обладающую высокой устойчивостью 
к кислороду и хорошей производительностью [8, 34]. 
Наиболее хорошо изучены [NiFeSe]-гидрогеназы из 
Desulfomicrobium baculatum, Desulfovibrio vulgaris 
Miyazaki F [17] и D. vulgaris Hildenborough [25]. При 
этом экспрессия функционально активной [NiFeSe]-
гидрогеназы из D. vulgaris Miyazaki F была достиг-
нута в E. coli, что существенно упрощает выделение 
фермента. 

В отличие от синтетических катализаторов гидро-
геназы на электродах имеют очень небольшой диапазон 
экспоненциального роста тока от перенапряжения (рис. 
3) [27, 43]. К преимуществам гидрогеназ можно отнести 
их работу при физиологических pH, однако катализа-
торы HAHATN и Ru@C2N показывают многократно 
бо́льшую активность. Тем не менее многие гибридные 
ячейки имели гидрогеназы в качестве HER катализатора 
[27, 33, 39]. 

Рис. 3. Слева: вольтограммы слоев разной толщины 
[NiFeSe]-гидрогеназы на IO-mesoITO электроде [27], 
справа: схема переноса электронов, протонов и водо-
рода в гидрогеназах. Электроны поступают к активному 
сайту большой субъединицы (светлая) через три же-
лезно-серных кластеров малой субъединицы (темная).

И.А. Доронин и др., с. 46–59
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Подходы к иммобилизации комплексов

Большое значение для эффективности фотоанода 
на основе ФСII имеет дизайн электродов. Так, электроды 
с большой поверхностной площадью и обладающие более 
плотным контактом с ферментами способны обеспечить боль-
шую плотность тока. Группа Рогнера [2] достигла увеличения 
плотности тока в ≈1200 раз по сравнению с предыдущими 
работами, связав электроды с ФСII с помощью Ni-NTA. 
На золотом электроде образовывали мономолекулярный 
слой из смеси тиолов. Затем к 16-Меркаптогексадекановой 
кислоте по карбоксильной группе присоединялся N’, N.’’-
бис(карбоксиметил)-L-лизин. Таким образом формирова-
лись NTA сайты, с которыми в дальнейшем связывались Ni. 
Электроды с нанесенными комплексами ФСII обеспечивали 

фототок 14 мкА/см2 при освещении ≈100 мкмоль фотонов/ 
м-2с-1 и DCBQ в качестве медиатора (рис. 4).

Дальнейшие модификации электродов были на-
правлены на увеличение поверхностной площади. Для этой 
цели использовались наночастицы ITO. ITO – прозрач-
ный полупроводник, обладающий проводимостью, сравни-
мой с металлической. ITO также обладает гидрофобными 
свойствами, что важно для иммобилизации мембранных 
ферментов. Использование электродов на основе ITO с 
большой площадью поверхности (mesoITO) дало незна-
чительное увеличение плотности тока, поскольку большие 
размеры ФСII не позволяли комплексам встраиваться в 
значительную часть полостей пористого электрода [16]. 
Плотность тока, которую удалось достичь, составила 22 
мкА∙см-2. 

Рис. 4. Способы иммобилизации ФСII на электроде. Слева: золотой электрод с Ni-NTA для связи с ФСII по 
гистидиновой метке [2]. Справа: пористая структура из наночастиц ITO/TiO2 на FTO подложке обеспечивает 

большую площадь поверхности для иммобилизации большого количества ферментов [4, 27]

Значительное улучшение характеристик удалось 
получить при использовании иерархично организованных 
инвертированных опалоподобных структур ITO (IO-
mesoITO) [27]. Для изготовления таких электродов ис-
пользовали полистироловые бусы (d=750 нм) в качестве 
матрицы и ITO наночастицы (<50 нм). Таким образом 
получались поры, в которые легко заходили ФСII. Плот-
ность тока достигала значения в 930 мкА∙см-2. Такие 
токи дали возможность получить измеримое количество 
продуцируемого кислорода. 

Вместо ITO также используют диоксид титана [4]. 
В зависимости от используемого полупроводника меня-
ется требуемое напряжение. При этом важно учитывать 
положения энергетических уровней всех компонентов: 
FeS, медиатора, материала электрода. 

Еще одним компонентом, позволяющим улучшить 
свойства электрода, являются проводящие полимеры, 
такие как поли-меркапто-p-бензохинон (polySBQ) [49], 
поли-бензил виологен (PBV2+) [48], Os полимеры [3, 
38]. Мономеры этих полимеров содержат циклические 
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соединения, обеспечивающие перенос электрона со 
скоростью, намного превышающей скорость диффузии. 
Может оказаться эффективным PEDOT, ранее ис-
пользованный в работе с иммобилизацией ФСI. Важной 
характеристикой этих гелей является редокс-потенциал, 
который должен находиться ниже потенциала QA. В 
работе [49] описана фотоэлектрохимическая ячейка, в 
качестве катода которой использовалась билирубинокси-
даза на углеродных нанотрубках. На анодной части была 
иммобилизована ФСII в polySBQ геле. Детектируемая 
плотность тока составляла до 120 мкА∙см-2. Максималь-
ная мощность полученной ячейки составила 18 мкВт∙см-2 
при токе 60 мкА∙см-2. 

Увеличение количества ФСII, иммобилизованной 
на единицу площади, целесообразно до тех пор, пока 
не происходит существенного снижения интенсивности 
света, доходящего до ферментов, находящихся в глубине. 
Так, для IO-mesoITO оптимальная толщина составляет 
около 40 мкм [27]. 

Z-схемы

В зависимости от фотоанода и катода для сопряжения 
образования водорода и кислорода необходимо напряжение 
от 350 мВ до 650 мВ. Вместо приложения внешнего на-
пряжения можно использовать фотосенсибилизированные 
полупроводники. Схемы, в которых акцептор от ФСII 
является донором электронов для полупроводникого ана-
лога ФСI, называют Z-схемами. Такие схемы позволяют 
синтезировать водород из воды только за счет света. 

Первой работой, в которой удалось создать фото-
электрохимическую ячейку, продуцирующую водород 
без дополнительного напряжения, была работа Сокола 
и соавторов [39] (рис. 5). Исследователи использовали 
комбинацию из ФСII и дикетопирролопиррола (dpp), 
соединенных между собой Os полимером. На IO-TiO2 
электрод наносили dpp, а затем смесь ФСII и POs. В 
качестве катода использовался IO-ITO с нанесенной 
гидрогеназой из D. baculatum. LCC составил 0,14%. 

Рис. 5. Диаграмма энергетических уровней гибридной ячейки, в качестве ФСI использован dpp-краситель  
на IO-TiO2 подложке ([39], Supporting Information)

Одной из работ, в которой удалось осуществить 
продукцию водорода без дополнительного напряжения, 
стала работа 2017 года Жен Ли и соавторов [21]. Иссле-
дователи не стали использовать сложный дизайн электро-
дов, а в качестве анода применили графит, погруженный 
в раствор с ФСII. От ФСII электроны переносились на 
графитовый электрод медиатором диметилбензохиноном. 
В качестве аналога ФСI выступал FTO (fluorine doped 
Tin Oxide) с тонкой пленкой сульфида кадмия CdS, 
электроны к которому переносились от графитового 
электрода, соединенного с электродом в резервуаре с 
ФСII, медиаторами – DMBQ и феррицианид калия. 
CdS –полупроводник с шириной запрещенной зоны 2,42 
эВ, что делает его хорошим дополнением к ФСII, в связи 
с незначительным перекрыванием спектров, а с другой 

стороны, позволяет получить электроны с достаточной 
энергией для восстановления протонов на платиновом 
электроде. Раствор с ФСII был отделен от платинового 
электрода нафионовой мембраной, избирательно пропу-
скающей протоны в сторону платины. К преимуществам 
такой ячейки можно отнести простоту устройства. LCC 
составил 0,34%. Недостатками ячейки является малое 
время жизни ФСII в растворе и потеря энергии из-за 
использования системы из двух медиаторов. При ис-
пользовании неиммобилизованных комплексов плотность 
тока ограничена диффузией медиаторов.

Аналог ФСI может быть размещен и на катодной 
части. Так, исследователи [46] использовали кремниевые 
солнечные элементы с ITO покрытием. В качестве ка-
тализатора наносилась платина. В анодной части ячейки 
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находились суспензия ФСII и феррицианид калия в каче-
стве медиатора. Катод состоял из двух типов кремния для 
увеличения эффективного спектра. Эффективность ячейки 
составила 0,29%. 

Помимо электрохимических ячеек, создаются си-
стемы, содержащие все компоненты в одном растворе. В 
2014 исследователям Вэнг, Чен, Ли и Тиан [45] удалось 
получить устойчивую продукцию водорода в растворе с 
мембранными фрагментами ФСII и фотокатализаторами 
на основе CdS и SrTiO3:Rh (допированный родием). В 
качестве электронного медиатора использовался ферри-
цианид калия. Наиболее эффективной оказалась система 
из ФСII и ФСII-Ru/SrTiO3:Rh, производившая 2,5 
моль H2/ммоль ФСII. Исследователи не привели LCC, 
однако по указанным в статье данным можно оценить 
LCC 0,06%. Недостатком систем, объединенных в одном 
растворе, является отсутствие разделения кислорода и 
водорода (рис. 6).

Рис. 6. Схема гибридной трехэлектродной ячейки,  
в качестве ФСI использован CdS на FTO подложке

Заключение

Несмотря на значительный прогресс в создании 
Z-схем с ФСII, LCC остается на низком уровне. Надо 
учесть, что при использовании внешнего напряжения в 0,9 
В LCC достигла 5,4% [27]. При этом авторы рассчиты-
вали эффективность только ФСII, вычитая из 1,23 В при-
ложенное напряжение; если же рассматривать суммарную 
эффективность, разделив энергию полученного водорода 
на сумму световой и электрических энергий, то получится 
значение около 14%. К тому же при создании Z-схем 
возможны варианты с параллельным и последовательным 
сбором света. При параллельном сборе спектры ФСII и 
аналога ФСI должны дополнять друг друга. Тонкие слои 
ФСII поглощают около 30% падающей солнечной энер-
гии. Увеличение толщины ФСII и использование ФСII 
вместе с антенными комплексами теоретически может 
увеличить долю захваченной энергии примерно до 80% 

(в диапазоне от 400 до 680 нм). Бо́льшая эффективность 
не возможна в силу того, что вся энергия фотона свыше 
1,8 эВ рассеивается. Кроме того, увеличение толщины 
фотокатода приводит к снижению количества выделяемого 
кислорода на одну ФС. Общая эффективность системы 
может быть определена по формулам:

LCC =
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где LCC1 и LCC2– эффективности парал-
лельной и последовательной систем соответственно, 
E(H2|H2O)=EH2

-EH2O ≈1,23 В при pH=5,5,  и  – доли 
захваченной энергии ФСII и КПД аналога ФСI соот-
ветственно, Emed – редокс-потенциал медиатора vs NHE. 
При =30%, =20%, =0,1 В и Emed=0,16 В эффек-
тивность может составить LCC1=13,5% и LCC2=20% 
при использовании TMBQ в качестве медиатора и ком-
мерчески доступных кремниевых солнечных элементов. 
 Таким образом, использование эффективных катализаторов 
вместо гидрогеназ и выбор соответствующих полупрово-
дниковых элементов могут значительно увеличить эффек-
тивность существующих систем (рис. 7). Надо отметить, 
что приведенные формулы будут работать при отсутствии 
узких мест, то есть при равенстве плотностей тока фотока-
тода и фотоанода при испытании по отдельности. Помимо 
эффективности необходимо также рассматривать стабиль-
ность систем, при этом иммобилизованные ферменты сильно 
проигрывают полупроводниковым аналогам. Исследования 
принципов работы позволяет черпать идеи для создания 
природоподобных технологий, увеличивая стабильность 
систем за счет использования элементов, отсутствующих 
в живой природе. Учитывая прогресс в области создания 
OER катализаторов [5], промышленные технологии фото-
продукции водорода в электрохимических ячейках скорее 
будут созданы на базе искусственных катализаторов, а не 
ферментных систем. С другой стороны, есть перспективы 
использования микроводорослей в качестве производите-
лей водорода [10, 26, 41]. Увеличение продукции водо-
рода водорослями может быть достигнуто комбинацией 
метаболических и генетических подходов [32]. При этом 
фотоэлектрохимические ячейки с иммобилизованными 
ферментами являются одним из стендов исследований про-
дукции водорода в различных режимах работы.



55

Рис. 7. Диаграмма энергетических уровней водород-про-
дуцирующей ячейки. Повышение эффективности систем 
может быть достигнуто уменьшением перенапряжения 
и использованием медиаторов с менее положительным 
редокс-потенциалом. В качестве ФСI может выступать 
фотоэлемент с ЭДС около 0,7 В

Работа выполнена в рамках тематического 
плана НИЦ «Курчатовский институт».
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УДК 579.843.1:578.1:575.25

АСПЕКТЫ КОНСТРУИРОВАНИЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 
ПРОФИЛАКТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ НА ОСНОВЕ ХОЛЕРНЫХ 

БАКТЕРИОФАГОВ

А.В. ТЮРИНА*, Н.Е. ГАЕВСКАЯ, М.П. ПОГОЖОВА, А.О. АНОПРИЕНКО

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов- на-Дону

В обзоре рассматривается вопрос о создании экспериментальных профилактических препаратов на основе холерных 
бактериофагов. Анализ состояния проблемы свидетельствует в пользу необходимости поиска новых возможностей фагопро-
филактики холеры. При создании новых профилактических холерных препаратов следует учитывать их положительные и 
отрицательные результаты по их применению с профилактической целью. На основании анализа сделан вывод, что для ис-
пользования бактериофагов для профилактики холеры необходимо совершенствование технологического процесса получения 
холерных фаголизатов с высоким титром вирусных частиц и введение этапов специфической очистки от холерного токсина. 
С помощью молекулярно-генетических методов надо подтверждать вирулентную природу используемых бактериофагов, от-
сутствие генов патогенности в фаговых геномах, что позволит обеспечить высокий уровень безопасности и эффективности 
противохолерных фаговых препаратов. Многочисленные исследования, проведенные in vivo и in vitro, подтвердили безопас-
ность и эффективность холерных бактериофагов при профилактике холеры.

Ключевые слова: холерные бактериофаги, конструирование, профилактика холеры.
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Интерес к бактериофагам вызван многими при-
чинами, основными из которых являются: разработка 
эффективных методов фаготерапии и фагопрофилактики 
возбудителей инфекционных болезней, их использование 
для решения вопросов взаимоотношения вируса с бакте-
риальной клеткой, действия инактивирующих факторов 
на фаги и изменчивости свойств бактерий при передаче 
генетической информации фагами [13].

В мире с 1917 по 1956 гг. было опубликовано 
более 800 работ по профилактике и лечению различных 
инфекций бактериофагами. Однако зарубежными ис-
следователями были недостаточно изучены биология 
и жизненный цикл фагов, слабо развиты процедуры 
очистки и хранения, приводящие к низким титрам ак-
тивных бактериофагов в терапевтических препаратах и к 
загрязнению бактериальными антигенами хозяина. Также 
были допущены ошибки при выборе терапевтических 
фагов, которые не были эффективными против бактерий-
мишеней [1]. За рубежом эра фаготерапии закончилась 
после открытия пенициллина, в СССР (1940–1990-е 

годы) фаги успешно применялись как лекарственные 
препараты [2].

В республиках СССР фаготерапия активно раз-
вивалась, начиная с 1930 года [1]. Так, бактериофаговые 
препараты широко использовались с профилактической 
целью в различных регионах нашей страны, эндемичных 
по инфекционным заболеваниям, а также в организо-
ванных коллективах, где могли возникнуть вспышки 
различных инфекций [2]. Разработанные в 1930-е годы 
в СССР иммунобиологические лекарственные препараты 
(ИБЛП) на основе бактериофагов в настоящее время 
широко применяются для лечения острых кишечных и 
пищевых токсикоинфекций, гнойно-септических и других 
заболеваний [3, 11].

Основными преимуществами фаговой терапии 
являются: строгое селективное действие; отсутствие 
влияния на физиологическую микрофлору; стимуляция 
факторов специфического и неспецифического иммуните-
та (что особенно значимо при лечении рецидивирующих 
воспалительных заболеваний); возможность применения 
у пациентов с аллергическими реакциями на антибиотики; 
полная совместимость с любыми лекарственными сред-
ствами; отсутствие токсических эффектов; безопасность 
приема во время беременности; отсутствие побочных 
действий; сокращение длительности лечения за счет 
быстрого действия и глубокого проникновения в очаг 
инфекции [4, 45, 48].
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Бактериофаги связаны с определенным бактери-
альным штаммом и проявляют сильную бактерицидную 
активность против грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий. Важным аспектом фаговой терапии 
представляется строгая специфичность фагов, которая 
очень узка и ограничена одним или несколькими видами 
близкородственных бактерий, что позволяет, в свою оче-
редь, устранить конкретный микроорганизм, не нарушая 
всего бактериального сообщества человеческого организ-
ма. Однако при необходимости экстренного лечения надо 
иметь препарат, поражающий сразу несколько видов бак-
терий, возможных возбудителей инфекции. Для решения 
этой проблемы применяют коктейли фагов – препараты, 
содержащие несколько фагов, отличающихся по специфич-
ности [4]. Доказательства безопасности терапии и про-
филактики бактериофагами были подтверждены многими 
клиническими испытаниями, включающими в себя местное 
и пероральное введение фаговых коктейлей [10, 28, 33].

В настоящее время бактериофаги применяют не 
только для терапии и профилактики инфекционных 
болезней, но и используют для обработки в лечебно-про-
филактических учреждениях [14], в детских и воинских 
коллективах, применяют в косметологии, бытовой хи-
мии, в сфере общественного питания, а также проводят 
санитарные мероприятия сельскохозяйственных культур 
и животных [24]. В России производится спрей для 
рук с бактериофагами и пребиотиками, обладающий 
заживляющим и антибактериальным действием [26]. В 
Белоруссии изучается перспективность использования 
бактериофагов в составе моющих средств с пробио-
тическими свойствами [16]. В российских и западных 
источниках описывается использование бактериофагов в 
качестве пищевых добавок и других форм фагосодержа-
щих средств, применение которых одобрено Управлением 
по контролю над продуктами и препаратами и другими 
регулирующими органами по всему миру [3, 37]. В РФ 
зарегистрирован и выпускается ряд монопрепаратов 
бактериофагов для терапии и профилактики многих 
инфекционных заболеваний, вызванных патогенны-
ми возбудителями (Staphylococcus spp., Streptococcus 
spp., P. aeruginosa, E. coli, K. pneumonia. Proteus spp., 
Enterococcus spp., P. mirabilis, P. vulgaris, и др.) [17].

Производство препаратов бактериофагов бази-
руется на ряде критериев, а именно: строгая вирулент-
ность бактериофагов, так как умеренные фаги играют 
существенную роль в эволюции бактерий, способствуя 
приобретению возбудителями дополнительных факторов 
вирулентности [18], обеспечивая воспроизводимость в 
клетке-хозяина с высоким выходом активных частиц 

[37], а также сохранение литической активности при 
длительном хранении и отсутствие взаимодействия с 
представителями нормальной микробиоты человека 
[18, 24]. Процесс взаимодействия вирулентного бакте-
риофага с клеткой складывается из нескольких стадий 
– адсорбции, проникновения в клетку, биосинтеза ну-
клеиновой кислоты и белков, сборки и выхода из клетки. 
Основные механизмы биологического взаимодействия 
микробной клетки и бактериофага были расшифрованы 
в значительной мере благодаря исследованию вирусов 
бактерий, структур и функций генетического материала, 
которые изучены в настоящее время достаточно подробно 
на бактериофагах кишечной группы бактерий [3].

На этапе 7 пандемии холеры активное распростра-
нение получили штаммы холерных вибрионов с множе-
ственной устойчивостью к антимикробным препаратам 
и биоцидам, что значительно осложняет борьбу с этим 
инфекционным заболеванием и приводит к резкому 
ухудшению эпидемиологической ситуации во многих 
странах мира [25]. Сейчас существует большая угроза 
возникновения различных чрезвычайных ситуаций био-
лого-социального характера, имеющих международное 
значение и проявляющихся в виде масштабных эпидемий 
и вспышек этой инфекции [22]. Сезонные подъемы забо-
леваемости и вынос инфекции с эндемичных территорий 
с возможным формированием временных вторичных оча-
гов холеры свидетельствуют о необходимости создания 
новых подходов в профилактике холеры [20].

Для лечения холеры используется регидратационная 
терапия, а с помощью антибиотиков можно уменьшить 
интенсивность и продолжительность клинических симпто-
мов и выделения каловых масс [39]. Однако нарушение 
проведения схем антибактериальной терапии приводит к 
росту антибиотикорезистентных штаммов холерных ви-
брионов. Устойчивость к антибактериальным препаратам 
и биоцидам связана с бесконтрольным и неэффективным 
их использованием при лечении и профилактике холеры 
и других заболеваний [35], а также с их массовым приме-
нением в пищевой промышленности и сельском хозяйстве 
[19]. В связи с этим Всемирная организация здравоох-
ранения рекомендует лечить антибактериальными пре-
паратами только тяжелые случаи холеры и использовать 
профилактические меры, включающие в себя вакцинации 
[27]. Антибиотики, подавляя рост условно-патогенных 
и патогенных микроорганизмов, угнетают и нормальную 
микрофлору человека, вызывая аллергические реакции и 
иммунодефицитное состояние [9].

В настоящее время в мире зарегистрировано не-
сколько противохолерных вакцин: Dukoral® (Швеция, 
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1991 г.), mORC-VAX (Вьетнам, 1997/2009 гг.), 
Shancholтм (Индия, 2009 г.), Euvichol® (Корея, 2015 
г.), Vaxchora™ (США, 2017 г.) [5]. Но, несмотря 
на очевидные успехи в вакцинации против холеры, 
необходимо проведение дальнейших исследований с 
целью улучшения качества, создание «удобных» форм 
выпуска и повышение стабильности вакцин при хра-
нении и транспортировке при высоких температурах. 
Также для применения вакцин имеются ограничения 
по возрасту, противопоказания и побочные эффекты 
[8]. В сложившейся ситуации альтернативу вакцинам 
и антимикробным препаратам в профилактике холеры 
могут составить природные биологические агенты – 
бактериофаги [34].

Несмотря на успешное производство и применение 
бактериофагов для многих инфекций [17], в арсенале 
коммерческих профилактических препаратов отсутствуют 
холерные бактериофаги [7]. Анализ состояния проблемы 
свидетельствует в пользу необходимости поиска новых 
возможностей фагопрофилактики холеры [25], что, в 
свою очередь, поставило перед нами задачу по созданию 
авторского алгоритма разработки специализированного 
продукта профилактического питания на основе холерных 
бактериофагов. При создании новых профилактических 
холерных препаратов нужно учитывать их положитель-
ные и отрицательные результаты по их применению при 
профилактике холеры, так как на сегодняшний день 
фаговая профилактика имеет значительный потенциал 
для туристов, посещающих страны с неблагоприятной 
эпидемиологической обстановкой по холере.

Необходимо отметить, что в настоящее время в 
мире продолжаются исследования по фаготерапии и фа-
гопрофилактики холеры в опытах in vivo и in vitro. Y. Wei 
et al. (2010) предположили, что уменьшение вспышек 
холеры связано с увеличением плотности выделенного 
литического бактериофага, что, в свою очередь, под-
тверждено на математической модели [47]. 

Так, исследования Bhandare S. et al. (2019) in vivo 
экспериментальной холеры показали, что пероральное 
введение одного фага семейства Podoviridae может 
предотвратить клинические симптомы холеры у ново-
рожденных кроликов без развития устойчивости к фагам 
[29]. Данные результаты указывают на то, что один 
правильно подобранный вирулентный фаг в высоком 
титре эффективен для уничтожения холерных вибрионов 
в отделах кишечника как до, так и после заражения, а 
также может как уменьшить тяжесть заболевания, так 
и ограничить распространение микроорганизма в окру-
жающей среде [36, 38].

Yen M. et al. (2017) проведены исследования, 
направленные на использование для лечения холеры 
коктейля из трех фагов (ICP). Авторы зарегистрирова-
ли снижение заболеваемости и выделения V. cholerae у 
биомоделей (кроликов), получавших коктейль из фагов. 
Однако при применении монофага исследователями были 
выявлены устойчивые к фагам мутанты. Профили чув-
ствительности пассированных in vivo штаммов V. cholerae 
к отдельным фагам, присутствующим в коктейле ICP, 
продемонстрировали, что устойчивость различается в 
зависимости от биомодели, а также времени воздействия. 
Также установлено, что все фаги, использованные в ис-
следовании, относились к семейству Podoviridae [49].

Кроме того, бактериофаги могут эффективно до-
полнять антибиотикотерапию, способствуя разрушению 
бактерий в случае образования ими биопленки и препят-
ствуя ее образованию на начальных этапах [48].

Препараты фага могут быть получены с исполь-
зованием лиофилизации, распылительной сушки, эмуль-
гирования и микрокапсулирования, которые остаются 
стабильными в течение многих лет [41].

Для создания профилактических препаратов 
холерных бактериофагов следует учитывать не только 
современный опыт работы на биомоделях, но и иссле-
дования XX столетия по фаговой терапии холеры, про-
веденные на больных. L.M. Marcuk et al. (1971) [42] 
провели регидратационную терапию больных холерой 
стандартным раствором для внутривенного введения, а 
затем в дополнение к поддерживающей внутривенной 
терапии вводили препарат бактериофага; кроме того, 
некоторым пациентам вводили большие дозы препа-
рата фага внутримышечно. Для контроля применяли 
стандартный режим приема тетрациклина или препарат 
плацебо. Критериями, используемыми для оценки раз-
личных методов лечения, служили продолжительность 
диареи, объем стула и продолжительность выделения 
вибрионов. Результаты этой работы демонстрируют 
низкий терапевтический эффект в используемых дозах 
бактериофага. Также нужно отметить эксперимент K.A. 
Monsur et al. (1970) [43], в котором для лечения больных 
холерой использовались фаги с низким титром. Данный 
метод показал небольшой клинический эффект. В обоих 
указанных исследованиях авторы применяли коктейли 
фагов, которые оказались умеренными и произвели 
слабый терапевтический эффект.

Кроме того, при создании профилактического 
препарата холерных бактериофагов необходимо учиты-
вать отрицательные эффекты их применения, а именно: 
возможное инфицирование холерными фагами бактерий 



63

нормальной микрофлоры желудочно-кишечного тракта 
человека при приеме препарата per os [32]. Cелекция 
штаммов производственных фагов дает возможность ото-
брать вирусные частицы с максимально узким диапазоном 
специфической литической активности, ограниченной в 
рамках вида или даже штамма бактерии-хозяина [23]. 
Следовательно, исключено случайное включение в фаго-
вый препарат штаммов, которые поражают нормальную 
микрофлору человека. Большой опыт применения моно- и 
поливалентных фаговых рецептур в терапии и профилакти-
ке острых кишечных инфекций, холеры и декомпенсиро-
ванных форм дисбактериоза в Советском Союзе, России, 
а также в Польше подтверждает невозможность реали-
зации неспецифической литической фаговой активности 
в отношении здоровой микрофлоры человека [2, 12, 18].

Однако при применении с профилактической це-
лью препаратов бактериофагов выявлен ряд недостатков. 
Одним из первых является активизация частицами виру-
сов иммунных реакций человека [44]. В своих работах 
польские исследователи показали, что бактериофаги вли-
яют на фагоцитоз и респираторные взрывы фагоцитов, 
пролиферацию Т-клеток, синтез антител и выработку 
цитокинов [31]. При этом специфические антитела им-
мунной системы ликвидируют фаги, в связи с чем следует 
отбирать менее иммуногенные бактериофаги. Кроме того, 
при проведении фаготерапии требуется определение со-
ответствующих антител для корректировки штаммового 
состава препаратов [6, 15]. Ретроспективный анализ оте
чественной и зарубежной литературы не выявил данных о 
влиянии холерных фагов на функциональную активность 
эффекторов врожденного и приобретенного иммуните-
та, а также о механизмах формирования системного и 
местного клеточного и гуморального иммунного ответа к 
холерным фагам у экспериментальных животных. Хотя 
развитие исследований в таком направлении позволит, 
на наш взгляд, усовершенствовать профилактику холеры.

Следующий недостаток состоит в модификации 
фенотипа холерных бактерий за счет внедрения в ДНК 
хозяина профагового генома [15, 40], вследствие чего 
появляется модуляция вирулентности бактерии-хо-
зяина. Кроме того, умеренные бактериофаги играют 
существенную роль в эволюции бактерий, способствуя 
приобретению возбудителями дополнительных факто-
ров вирулентности. Предотвращение этого процесса 
напрямую связано с направленной селекцией произ-
водственных штаммов, подразумевающей включение в 
коктейль только литических фагов, не образующих ни при 
каких условиях устойчивых лизогенов в бактериальной 
культуре. В связи с этим фаги, применяемые для про-

филактики инфекционных заболеваний, должны быть 
исключительно вирулентными [18, 37]. Решение данного 
вопроса непосредственно связано с современными мето-
дами изучения штаммов бактериофагов. Использование 
полногеномного секвенирования и биоинформационного 
анализа позволяет подтвердить, что фаг вирулентный, а 
также исключить наличие генов интегразы, резистентно-
сти и токсинов в его геноме, что максимально обезопасит 
применение бактериофагов [40].

Еще одним недостатком служит возможное попада-
ние в организм человека холерных токсинов бактерии-хозя-
ина, которые содержатся в стерильном фильтрате фагового 
коктейля. Однако качественная фильтрация фаголизата 
существенно решает эту проблему [15, 21, 30, 46].

Таким образом, для применения бактериофагов 
с профилактической целью при холере необходимо со-
вершенствование технологического процесса получения 
холерных фаголизатов с высоким титром вирусных частиц 
и введение этапов специфической очистки от холерного 
токсина. С помощью молекулярно-генетических методов 
следует подтверждать вирулентную природу используе-
мых бактериофагов, отсутствие генов патогенности в фа-
говых геномах, что позволит обеспечить высокий уровень 
безопасности и эффективности противохолерных фаговых 
препаратов. Многочисленные исследования, проведенные 
in vivo и in vitro, подтвердили безопасность и эффектив-
ность холерных бактериофагов при профилактике холеры.

Однако нужны дополнительные исследования для 
правильного понимания уникальных фармакологических 
свойств холерных фагов, которые существенно влияют 
на их использование с профилактической целью. Точно 
так же, как и иммуномодулирующие функции, потенциал 
устойчивости и его роль в сохранении резистентности к 
антибиотикам требуют более подробного изучения.
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DESIGN ASPECTS OF THE EXPERIMENTAL PREVENTIVE PREPARATIONS 
BASED ON CHOLERA BACTERIOPHAGES

A.V. TYURINA, N.E. GAEVSKAYA, M.P. POGOZHOVA, A.O. ANOPRIENKO

Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don

The review considers the issue of creating experimental prophylactic drugs based on cholera bacteriophages. Analysis of the 
state of the problem testifies in favor of the need to search for new possibilities for phage prophylaxis of cholera. When creating new 
prophylactic cholera drugs, one should take into account their positive and negative results on their use for prophylactic purposes. Based on 
the analysis, it was concluded that for the use of bacteriophages for the prevention of cholera, it is necessary to improve the technological 
process for obtaining cholera phagolysates with a high titer of viral particles and to introduce stages of specific purification from cholera 
toxin. With the help of molecular genetic methods, it is necessary to confirm the virulent nature of the bacteriophages used, the absence 
of pathogenicity genes in phage genomes, which will ensure a high level of safety and efficacy of cholera phage drugs. Numerous studies 
carried out in vivo and in vitro have confirmed the safety and efficacy of cholera bacteriophages in the prevention of cholera.
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Введение

Клеточные технологии являются одним из наи-
более перспективных направлений развития медицины 
и биологии. Несмотря на то, что эксперименты с ис-
пользованием лабораторных животных – неотъемлемая 
часть медико-биологических исследований [33, 49], це-
лесообразным является сокращение их повсеместного ис-
пользования и соблюдение определенных нравственных 
норм. Для полной или частичной замены классических 
биологических моделей на альтернативные необходимо 
всегда проводить оценку доступных методов in vitro и 
ex vivo, удовлетворяющую требованиям биоэтики [24].

Одним из таких альтернативных методов является 
применение перевиваемых клеточных линий. Данные ме-
тоды высокочувствительны и воспроизводимы, так как в 
работе используются стандартные среды и референтные 
клеточные линии [36]. Поддержание исходных клеточ-
ных свойств и контроль их состояния осуществляют На-
циональные коллекции разных стран, создание которых 
происходило, в основном, во второй половине XX века 
[28]. В нашей стране Коллекция клеточных культур 
(РККК) была создана в 1978 году по инициативе д.б.н., 
профессора, заслуженного деятеля науки РФ Георгия 
Петровича Пинаева (1929–2013) [29]. В состав РККК 
входят 9 специализированных коллекций. Основными 

задачами РККК являются не только сбор клеточных 
линий, хранение клеточного материала (криоконсерва-
ция), паспортизация (характеристика клеточных линий, 
контроль качества), депонирование клеточных линий в 
связи с патентованием, создание информационного банка 
данных по клеточным культурам, но и распространение 
образцов коллекционных клеточных линий среди разных 
учреждений РФ и стран СНГ, научно-методическая по-
мощь по методам культивирования и анализа клеточных 
культур. Основную информацию о свойствах клеточных 
линий можно получить в электронном каталоге «Россий-
ская коллекция клеточных культур позвоночных» [9]. 

Модели клеточных линий  
при исследовании холерных эмбрионов

Цель настоящего обзора – анализ данных литера-
турных источников по различным аспектам применения 
перевиваемых клеточных линий для изучения свойств 
холерных вибрионов. 

Несмотря на стремление к повсеместному внедрению 
норм санитарии и гигиены в мире, улучшению положения 
с качеством питьевой воды и совершенствованию методов 
лечения эпидемиологическая ситуация по холере в мире 
оценивается как нестабильная [23]. Ежегодно от холеры, по 
оценкам ВОЗ, умирают около 100000 человек. Учитывая 
риски продолжения эпидемических проявлений холеры в 
эндемичных странах, межконтинентальные, межгосудар-
ственные и трансграничные завозы, не исключаются завозы 
инфекции в другие страны, в том числе и в субъекты РФ [25].

На сегодняшний день накоплено много сведений, 
касающихся эпидемиологии, микробиологии, диагно-
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стики и профилактики возбудителя холеры, однако до 
сих пор многие вопросы остаются нерешенными. Ис-
следования на культуре клеток, позволяющие заменить 
или сократить использование лабораторных животных, 
помогут внести вклад не только в изучение биологических 
свойств Vibrio cholerae, но и в разработку новых диа-
гностических, вакцинных и лекарственных препаратов.

Метод культуры клеток в изучении холерных 
вибрионов большой популярностью стал пользоваться 
с 1980–1990-х годов. Спектр клеточных линий, име-
ющихся в распоряжении исследователей в настоящее 
время, довольно широк. В данном обзоре рассмотрим 
экспериментальные разработки, представляющие, на 
наш взгляд, наибольший интерес.

Преобладающее количество публикаций посвяще-
но изучению взаимодействия токсических субстанций, 
продуцируемых вибрионами, с клеткой в тестах in vitro. 
Предложены индикаторные клеточные линии, по из-
менению морфологии которых не только диагностируют 
токсины, но и оценивают их активность. Одним из ос-
новных факторов вирулентности (и эпидемической зна-
чимости) холерных вибрионов, определяющих тяжесть 
клинической картины при холере, является холерный 
токсин (ХТ) [13]. В лабораторной практике для оцен-
ки эпидемической значимости штаммов Vibrio cholerae 
широко применяют молекулярно-генетические методы, 
в частности, полимеразную цепную реакцию, которая 
позволяет за 3–4 часа проанализировать значительное 
число проб. Также проводят определение гемолитической 
активности по Грейгу, чувствительности к холерным фа-
гам ctx+ и ctx–, токсигенности на кроликах-сосунках [14]. 
Однако ввиду нестандартности любых биологических 
моделей, обусловленной индивидуальной реакцией раз-
личных животных, исследователи все чаще делают выбор 
в пользу перевиваемых клеточных линий. Механизм 
действия ХТ на клетки эпителия тонкой кишки известен 
[47], но его влияние на межклеточную проницаемость, 
на уровень белков плотных контактов остается неиз-
ученным [4]. В работе с ХТ используют овариальные 
клетки китайского хомячка СНО-К1, эпителиальные 
клетки почки африканской зеленой мартышки Vero и 
Y-1. Наиболее перспективно для замены биомоделей 
использование СНО-К1 (стандартная модель для из-
учения токсичности веществ). Суть метода заключается 
в том, что молекулы ХТ вызывают морфологические 
изменения клеток (удлинение, деформация, появление 
разветвленных отростков клеток), которые сопутствуют 
изменениям биохимических процессов в клетке и реги-
стрируются визуально с помощью микроскопа [2, 18].

Модельная система клеточной культуры СНО-К1 
дает возможность проводить оценку биологической ак-
тивности различных форм холерного токсина. Известно, 
что часть ХТ связана с везикулами наружной мембраны 
(20–200 нм), высвобождаемыми V. cholerae. Несмотря 
на большое количество опубликованных данных об актив-
ности растворимой формы ХТ, ничего не было известно 
о связанной с везикулами форме и ее взаимодействии с 
клеткой-хозяином. Чтобы выяснить это, зарубежные 
исследователи [43] использовали хорошо зарекомен-
довавшую себя линию клеток CHO-К1. Проведенный 
анализ показал, что ассоциированный с везикулами 
холерный токсин физиологически активен. В свою оче-
редь, меченные флуоресцентным красителем везикулы 
взаимодействовали с эпителиальными клетками кишеч-
ника Int-407 и интернализовались, повышая уровень 
цАМФ (индикатор токсичности ХТ), который можно 
было уменьшить преинкубацией с GM1 (рецептор ХТ). 
Эти результаты согласуются с моделью, в которой вза-
имодействие ХT/GM1 напрямую запускает эндоцитоз 
везикул [46], обеспечивая защитную среду для передачи 
факторов вирулентности от бактерий в клетки-мишени.

Отечественные ученые предложили использовать 
богатую ганглиозидами СНО-К1 в качестве твердой 
фазы для обнаружения токсин-продуцирующих штаммов 
холерных вибрионов одновременно с иммуноферментным 
анализом (ИФА) [30]. Надежного прикрепления клеток 
к пластику достигали путем их фиксации глутаральдеги-
дом, что не отражалось на реакции связывания токсинов 
с мембранными рецепторами эукариот и обеспечивало 
хранение панели в холодильнике в течение месяца. Дан-
ная методика позволяет не только выявлять наибольшее 
число токсинопродуцентов V. cholerae, но и определять 
иммунохимическую и биологическую активность препа-
ратов холерогена различной степени чистоты [18]. При 
постановке СНО–ИФА необходимо учитывать факт 
завышения титра холерного токсина, если в исследуе-
мых супернатантах (надосадочные жидкости штаммов 
V. cholerae) содержатся нейраминидаза (завышение 
в 4 раза) или протеаза (в 16 раз), и факт маскировки 
эффекта удлинения клеток при наличии в них гемоли-
зина, дермонекротического фактора, эндотоксина в тех 
титрах, в которых они вызывают деструкцию (2,5 мкг/
мл, 16,7 мкг/мл, 166,7 мкг/мл соответственно) [1]. По 
чувствительности СНО–ИФА (1 мкг/мл) уступает 
другим вариантам ИФА, однако может быть рекомен-
дован наряду с другими методами для характеристики 
структуры токсина и изучения его взаимодействия с 
тканевым рецептором GM1. 
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Известно, что население эндемичных по холере 
стран использует для лечения холеры растительные пре-
параты, в том числе высокоочищенные [3]. Применение 
культуры клеток CHO-K1 открывает новые перспективы 
для изучения веществ, обладающих ингибирующим эф-
фектом в отношении холерного токсина. В целях поиска 
таких препаратов на модели CHO-K1 определяли био-
логическую активность ХТ, инкубированного с водными 
экстрактами растений. Учет реакции проводили путем 
сравнения морфологии опытных и контрольных клеток 
CHO-K1 с помощью инвертированного микроскопа. 
Принимая во внимание тот факт, что растения являются 
источником различных биологически активных соеди-
нений, авторы сначала провели оценку их токсичности: 
гибель СНО-К1 происходила в присутствии клена 
(токсичный); округление СНО-К1 вызывали в низких 
разведениях экстракты из листьев дуба, зверобоя, хмеля, 
базилика; наименее токсичными оказались чистотел, 
тысячелистник, хмель, базилик и ревень. На следую-
щем этапе был протестирован ХТ, инкубированный с 
экстрактами растений. Применение культуры клеток 
позволило оценить биологическую активность токсина, 
которая зависит от его А-субъединицы, а для опреде-
ления эффективности взаимодействия рецептора GM1 
с В-субъединицей ХТ авторы использовали ИФА. В 
результате было показано, что экстракты ореха, зверо-
боя, тысячелистника, базилика не влияют на активность 
ХТ V. cholerae O1 в ИФА и культуре клеток CHO-K1, 
а экстракты чистотела и ревеня, не снижая иммунохи-
мической активности ХТ, препятствуют удлинению 
клеток CHO-K1. Экстракты дуба и хмеля подавляют 
связывание в ИФА холерного токсина с рецепторами 
GM1, незначительно снижая его активность в культуре 
клеток [15]. Полученные данные свидетельствуют о не-
обходимости дальнейшего изучения экстрактов растений 
с применением перевиваемых клеточных линий, посколь-
ку механизмы их действия разнообразны. Подобные ис-
следования проведены не только в отношении холерного 
токсина, но и гемолизина, который был нейтрализован в 
течение 10 минут при совместной инкубации с экстракта-
ми растений Rhei (ревень), Limonium gmelinii (кермек 
Гмелина) и Quercus robur (дуб черешчатый) [16]. Таким 
образом, лекарственные растения не утратили своего 
значения и в наши дни, а использование перевиваемых 
клеточных линий позволит получить новые сведения об 
их эффективности.

Одним из действенных способов предупреждения 
и ликвидации эпидемий является применение оральных 
холерных вакцин [7]. В связи с этим российские ученые 

провели работу по внедрению метода клеточных культур 
для определения специфической активности холерного 
токсина и компонента вакцины холерогена-анатоксина в 
производство холерной химической бивалентной вакци-
ны, что впоследствии позволит существенно сократить 
использование животных на всех этапах [8]. Полу-
ченные результаты на модели СНО-К1, тестируемой 
в соответствии с промышленным регламентом, корре-
лируют с данными по активности ХТ, определяемой 
внутрикожной пробой по Крейгу и иммунохимическим 
методом РПИГ (реакция пассивного иммунного ге-
молиза): низкая специфичность по Крейгу (1:2000) и 
РПИГ (1:8) подтверждается на модели клеток СНО-К1 
(1:160); высокая активность холерного токсина по методу 
Крейга (1:128000), РПИГ (1:128) – на модели клеток 
СНО-К1 (1:1280) [5].

Таким образом, данные литературы свидетельству-
ют, что наиболее чувствительной линией в отношении 
ХТ является культура CHO-K1 [6], позволяющая 
выявлять до 20–30 пг/мл токсина. В то же время наи-
более приближенной к условиям in vivo моделью является 
культура эпителиальных клеток тонкой кишки человека 
Caсo-2, образующая монослои, подобные нормальному 
эпителию кишечника [39]. Она представляет собой 
иммортализированную клеточную линию, полученную 
из колоректальной карциномы человека. Данная модель 
нашла широкое применение при изучении и понимании: 
механизма связывания субъединицы В холерного токсина 
с клетками кишечника [48]; особенностей трансцитоза V. 
cholerae [39]; врожденного иммунного ответа на инфек-
цию [40]; действия токсинов в присутствии Lactobacillus 
acidophilus, ослабляющих их выработку [37], и других. 
Зарубежные исследователи на модели клеток Caсo-
2 показали ингибирующее действие Zn, Se и Mn на 
адгезию V. cholerae [38]. Кроме того, минералы были 
эффективны в подавлении выработки холерного токсина 
и снижали его общую концентрацию более чем на 95% в 
трех изолятах V. cholerae. Однако Zn, Se и Mn не влияли 
на связывание холерного токсина с рецептором GM1 на 
эпителиальных клетках кишечника, то есть ингибиру-
ющее действие осуществляли, в первую очередь, через 
механизм вирулентности бактерии. Подобные работы с 
использованием модели клеточных культур открывают 
новые перспективы в альтернативных стратегиях борьбы 
с холерой.

Несмотря на то, что в патогенезе холеры централь-
ное место принадлежит холерному токсину, патогенность 
V. cholerae носит выраженный полидетерминантный 
характер [22, 50]. Исследования с привлечением куль-
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туры клеток будут способствовать получению новых 
знаний о токсинах, количество которых с каждым годом 
увеличивается, и их роли в патогенезе. На сегодняшний 
день обнаружен целый ряд токсических субстанций [19], 
генетические детерминанты большинства из которых пред-
ставлены в базах GenВank: токсины Zot (zonula occludens 
toxin) и Асе (accessory cholera enterotoxin), гены которых 
входят вместе с генами холерного токсина ctxAB в состав 
генома умеренных филаментозных фагов CTX [53] и 
pre-СТХ [41]; MARTX (multifunctional autoprocessing 
repeats-in-toxin) [52]; гемагглютинин/протеаза (НА/Р) 
[32]; цитотонический фактор Cef (СНО сеll elongating 
factor) [20]; термостабильный токсин (ST) [42]; раство-
римый гемолизин/цитолизин HlyA [54] и другие. Уже 
установлены наиболее адекватные клеточные модели для 
тестирования: клетки аденокарциномы ободочной кишки 
человека Caсo-2, эпителиальные клетки синовиальной 
жидкости McCoy и фибробласты мышей L-929 – для Zot 
[27]; L-929 и СНO-К1 (удлинение клеток) – для Cef 
[21]; CHО-K1, L-929, клетки карциномы шейки матки 
HeLa и гортани Hep2, эпителиальные клетки почки со-
баки MDCK (округление клеток) – для гeмагглютинин/
протеазы [17]. По данным некоторых исследователей 
[32], наиболее выраженные структурные изменения под 
действием НА/Р происходят в клетках HeLa и L-929, 
не образующих компактный монослой с плотными кон-
тактами между клетками: образование многочисленных 
пузырьков на поверхности клетки и клазматоз, вакуоли-
зация цитоплазмы, набухание митохондрий, очищение 
их матрикса и искажения крист, увеличение количества 
лизосом. В культуре MDCK преобладала вакуолизация 
цитоплазмы и клазматоз был менее выраженным; в Caсo-2 
– расширение межклеточного пространства без нарушения 
плотных контактов, набухание митохондрий, вакуолиза-
ция цитоплазмы и клазматоз на апикальной поверхности 
[32]. Однако вопросы, касающиеся структуры, функций 
и механизма действия токсических субстанций, изучены 
недостаточно, что обосновывает применение перевиваемых 
клеточных линий.

Культуру клеток можно использовать в качестве 
модели для изучения адгезии холерных вибрионов. 
Ранее исследователи предлагали различные способы 
определения уровня адгезии вибрионов с использованием 
эритроцитов [31, 35], эпителия кишечника кролика [10]. 
Данные методы не только трудоемки, не удовлетворяют 
требованиям биоэтики, но и не являются адекватной 
моделью, поскольку холера – не инвазивная инфекция 
[12]. В связи с этим был разработан более эффективный 
способ определения адгезивной активности холерных 

вибрионов с использованием перевиваемой монослой-
ной человеческой клеточной линии аденокарциномы 
двенадцатиперстной кишки HuTu 80 [34]. В результате 
были установлены различные уровни адгезии: высокие 
(21,14) – у классических вибрионов; средние (16,34) 
– у вибрионов Эль Тор; низкие (4,7) – у вибрионов 
О139 серогруппы. Также авторами был сделан вывод о 
том, что штаммы ctx–tcp+ обладают высоким адгезивным 
потенциалом, обеспечивающим сохранение популяции 
холерных вибрионов в кишечнике человека при отсут-
ствии токсинопродукции [11]. Использование HuTu 
80 позволяет не только изучать адгезивность бактерий 
с большей точностью, но и проводить экстраполяцию 
результатов на организм в целом [34].

Конечно, в обзоре невозможно охватить весь пере-
чень публикаций по использованию культуры клеток при 
изучении холерных вибрионов, но необходимо отметить, 
что такие исследования актуальны и продолжаются в 
настоящее время. Если говорить о результатах за по-
следний год, то это: и изучение роли TcpA в индукции 
продукции муцина и его регуляторного влияния на мо-
лекулы врожденного иммунитета на модели совместного 
культивирования Caco-2 и мононуклеарных клеток пе-
риферической крови (Peripheral Blood Mononuclear cells 
– PBMC) [44]; и оценка цитотоксической активности 
наночастиц селена (иммуностимулятор) и налоксона 
(антагонист опиоидных рецепторов), используемых в 
качестве нового адъюванта для повышения иммунного от-
вета против убитых цельноклеточных V. cholerae у мышей 
[51]; и определение цитотоксичности производных новых 
карбоксилатов пиранохинолинил дигидропиридина в от-
ношении клеток L-929 для дальнейшего использования 
в качестве потенциальных антибактериальных агентов 
[45]; и установление защитного эффекта L. acidophilus 
на модели Caco-2, что позволит применять их в каче-
стве дополнительного лечения для снижения выработки 
токсинов при острой инфекционной диарее, вызванной 
V. cholerae [37], и другие, использующие культуру клеток 
как модель для разработки лечебно-профилактических 
препаратов. 

Заключение

Наличие паспортизированных перевиваемых 
клеточных линий различного происхождения в условиях 
лаборатории дает возможность проведения широкого 
спектра исследований [51] благодаря значительному раз-
нообразию возможных экспериментальных моделей. Такая 
широкая популярность и востребованность данного метода 
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объясняется его очевидными преимуществами: один тип 
клеток в популяции; строго контролируемые условия 
культивирования, которые можно изменять в опреде-
ленных пределах, позволяющих оценивать воздействие 
различных факторов (биологически активных веществ, 
рН, температуры и др.); возможность прижизненного 
наблюдения за клеточными культурами с помощью микро-
скопа. Конечно, методы исследования in vitro не способны 
полностью воспроизвести всю сложность структурных и 
функциональных взаимодействий клеток разных типов в 
составе ткани и органа, но в состоянии дать достоверную 
информацию о влиянии того или иного вещества на много-
клеточный организм. Представленные в обзоре сведения 
подтверждают высокий потенциал и научно-практическую 
ценность метода клеточных культур для осуществления 
различного рода исследований, в том числе и для лучшего 
понимания вопросов эпидемиологии, микробиологии, диа-
гностики, лечения и профилактики холеры.
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ERRATUM

В № 1 тома 17 журнала «Вестник биотехнологии…» 
в обзорной статье Лобановой В.А., Клюкиной 
В.И. вместо рисунка 3 ошибочно повторен рисунок  
1 (стр. 67). Эта досадная оплошность не влияет на 
смысловую часть текста, ссылающуюся на верную 
оригинальную иллюстрацию (см. ссылку № 23  
в указанной статье).
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	- Возможно при желании сопроводить статью кратким биографическим описанием автора как ис-

следователя (не более 50 слов на английском языке, не более 60 слов на русском языке).
10.	 Текст статьи должен быть разбит на части, заголовки должны быть подписаны: Аннотация (Abstract). 

Ключевые слова (Keywords). Введение (Introduction). Материалы и методы (Materials and methods). 
Литературный обзор (Literature Review). Результаты (Results). Обсуждение (Discussion). Заклю-
чение (Conclusion). Благодарности (Acknowledgements). Список литературы (References).

11.	 Аннотация – оптимальный объем 150 слов (не более 250 слов на русском языке или 200 на английском 
языке). При этом в случае несоответствия требованию издательство оставляет за собой право частич-
ного изменения и сокращения аннотации. Это же касается и редактирования всего текста рукописи. 
Аннотация должна включать в себя информацию о цели исследования, методологии, результатах.

12.	 Ключевые слова – 5–10 слов. Ключевые слова отделяются друг от друга точкой c запятой. Требуется 
УДК, а также сопроводительное письмо из учреждения.

13.	 Включить JEL-коды, если применимо.
14.	 Список литературы приводится в алфавитном порядке, со сквозной нумерацией. Ссылки в тексте 

на соответствующий источник из списка литературы оформляются в круглых скобках, например: (1, 
с. 277). Использование автоматических постраничных ссылок не допускается. Список литературы 
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